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Болдырева М.Н.

Вирус SARS-CoV-2 и другие эпидемические 
коронавирусы: патогенетические и генетические 
факторы развития инфекций 
Федеральное государственное бюджетное учреждение «Государственный научный центр «Институт иммуно-
логии» Федерального медико-биологического агентства, 115522, г. Москва, Российская Федерация

Резюме 
К концу мая 2020 г. в мире было зарегистрировано более 6,1 млн случаев заражения 

вирусом SARS-CoV-2, из них более 370 000 – со смертельным исходом. Вспышка но-
вой инфекции впервые произошла среди местного населения г. Ухань (Китай) в конце 
2019 г. Показатель летальности происходящей в настоящее время эпидемии COVID-19 
значительно ниже, чем тяжелого острого респираторного синдрома (SARS) или ближне-
восточного респираторного синдрома (MERS), однако вирус SARS-CoV-2 распростра-
няется гораздо быстрее, вызывая в целом гораздо больше смертей, чем SARS и MERS 
вместе взятые. В статье проанализирована информация, полученная в результате иссле-
дований, выполненных в период предшествующих эпидемий коронавирусных инфек-
ций и в ходе текущей пандемии SARS-CoV-2, о факторах, которые влияют на разви-
тие, течение и исход инфекций, вызванных коронавирусами: прямого цитопатического 
действия вирусов, инфекции клеток иммунной системы, роли воспаления в развитии 
болезни, врожденном иммунитете, аутоиммунных реакциях, особенности экспрессии 
иммунорегуляторных молекул, роли факторов организма хозяина, в том числе гене-
тических.
Ключевые слова: COVID-19; SARS-CoV-2; SARS; MERS; цитопатическое действие вируса; противовирусный 
иммунитет; аутоиммунитет; воспаление; цитокины; хемокины, факторы хозяина; иммуногенетика; HLA-гены; 
не-HLA-гены; пептидные вакцины
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Abstract
At the end of May 2020, more than 6.1 million cases of SARS-CoV-2 virus infection were 

registered in the world and more than 370 000 were fatal. First time outbreak of new infection 
occurred among residents of Wuhan, China at the end of 2019. Mortality rate for the current 
COVID-19 epidemic is signifi cantly lower than for severe acute respiratory syndrome (SARS) 
or Middle East respiratory syndrome (MERS). However, the SARS-CoV-2 virus spreads much 
faster than SARS and MERS and causes far more deaths totally than both SARS and MERS 
combined. Information on factors that affect the development, course and outcome of infec-
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Введение
По данным центра мониторинга текущей пандемии 

коронавирусной инфекции университета Джона Хоп-
кинса (США), к концу мая 2020 г. в мире было зареги-
стрировано более 6,1 млн случаев заражения вирусом 
SARS-CoV-2, из них более 370 000 – со смертельным 
исходом. 

В конце 2019 – начале 2020 г. в г. Ухань (Китай) 
среди местного населения произошла вспышка новой 
инфекции. 7 января 2020 г. возбудитель заболевания, 
коронавирус, был зарегистрирован как новый, ему при-
своили официальное название «2019-nCoV» и «SARS-
CoV-2» (severe acute respiratory syndrome coronavirus 2),
а вызываемое им заболевание получило наименова-
ние «COVID-19» («COronaVIrus Disease 19») [1, 2]. 
К 22 января 2020 г. зафиксировали 314 подтвержденных 
случаев, 6 пациентов умерли. Таиланд, Япония и Корея 
13, 16 и 21 января соответственно подтвердили обна-
ружение в своих странах новой инфекции, вызванной 
«2019-nCoV», завезенной из Китая [2, 3].

За последние годы было зарегистрировано появле-
ние двух новых коронавирусов, вызвавших две эпиде-
мии. Коронавирус SARS-CoV, впервые обнаруженный 
в 2002 г. в китайской провинции Гуандун, привел к эпиде-
мии заболевания, названного «тяжелым острым респира-
торным синдромом» (Severe Acute Respiratory Syndrome, 
SARS). Во время этой вспышки было подтверждено 
8422 случая инфекции, из них 916 – со смертельным исхо-
дом (~10 %). В 2012 г. в Саудовской Аравии впервые был 
выявлен коронавирус MERS-Cov ближневосточного ре-
спираторного синдрома (Middle East respiratory syndrome, 
MERS). Всего в ходе эпидемии подтвердили 1401 случай 
инфекции MERS-Cov, из них 543 – со смертельным ис-
ходом (~39 %) [2, 4–6]. Показатель летальности для про-
исходящей в настоящее время эпидемии, признанной 
пандемией COVID-19, значительно ниже, чем для SARS 
или MERS, однако вирус SARS-CoV-2 распространяется 
гораздо быстрее, вызывая в целом гораздо больше смер-
тей, чем SARS и MERS вместе взятые. 

Неожиданность появления и легкость, с которой но-
вые коронавирусы распространяются по миру, выявляя 
уязвимости в области организации медицинской по-
мощи и приводя к катастрофическим последствиям 
в экономике, требуют совместных усилий исследова-
телей из разных стран по разработке способов прог-
нозирования тяжелого течения вирусных инфекций, 
созданию диагностических тестов, профилактических 
вакцин и лекарственных препаратов, действующих на 
ключевые факторы прогрессирования заболевания. 

До сих пор патогенез тяжелых инфекций, вызванных 
коронавирусами, изучен недостаточно, однако среди 
исследователей есть понимание, что ключевую роль 
в развитии и исходе заболеваний играют как факторы, 
связанные с вирусом, так и факторы, связанные с имму-
нитетом хозяина, человека [2]. 

Для решения этих задач крайне актуальны иссле-
дования зависимости особенностей течения новой 
коронавирусной инфекции от генетики врожденного 
и адаптивного иммунитета хозяина в различных странах 
и этнических группах с целью поиска общих закономер-
ностей, с одной стороны, и особенностей реагирования 
на инфекцию различных индивидуумов на различных 
стадиях заболеваний – с другой. 

В обзоре представлена информация о факторах, ко-
торые влияют на развитие, течение и исход инфекций, 
вызванных коронавирусами SARS, установленных на 
основании исследований, выполненных в период пред-
шествующих эпидемий и за последнее время в ходе те-
кущей пандемии SARS-CoV-2.

Прямое цитопатическое действие вируса 
Для проникновения в клетку новый коронавирус 

SARS-CoV-2, как и вирус SARS-CoV, использует рецеп-
тор ангиотензин-конвертирующего фермента 2 (ACE2). 
Это указывает на вероятность того, что новый корона-
вирус и SARS-CoV-2 поражают одни и те же клетки [7]: 
эпителиальные клетки дыхательных путей, альвеол, эн-
дотелиальные клетки сосудов, что может вызывать серь-
езное повреждение легких [8, 9]. В течение первых 
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10 дней заболевания при активной репликации вируса 
его прямое повреждающее действие, по-видимому, 
играет ведущую роль. При недостаточности врожден-
ного иммунитета репликация вируса может вызвать 
массивный апоптоз эпителиальных и эндотелиальных 
клеток, транссудацию жидкости через сосуды с по-
следующим избыточным выбросом провоспалитель-
ных цитокинов и хемокинов [10]. Доказано, что вирус 
способен оказывать непосредственное цитопатическое 
действие in vitro как на эпителиальные клетки ли-
нии Vero E6, так и на клетки ресничного трахеоброн-
хиального эпителия [11, 12]. Индукция апоптоза 
в SARS-CoV-инфицированных клетках линии Vero E6 
была подтверждена морфологическим и биохимичес-
ким анализом [13]. Присутствие многоядерных клеток
в легочном эпителии при SARS также может быть 
результатом цитопатического действия вируса [13]. 
В индукции апоптоза участвуют неструктурные 
белки SARS-CoV, обеспечивающие репликацию ви-
руса [14–16]. Cтруктурные белки SARS-CoV N (nucleo-
capsid), E (envelope), M (membrane) и S (spike) [14] также 
обладают способностью вызывать апоптоз in vitro [17]. 
Белки SARS-CoV могут быть вовлечены в апоптоз 
Т-клеток опосредованно, в результате ингибирования 
антиапоптотических белков Bcl-xL [18]. Сообщалось 
также о наличии признаков апоптоза не только в легоч-
ной ткани, но и в клетках щитовидной железы, сперма-
тогенных эпителиальных клетках, гепатоцитах в иссле-
дованиях in vivo [13, 19–21].

Инфекция клеток иммунной системы 
Вирусные частицы и вирусный геном SARS-CoV 

были обнаружены в моноцитах и лимфоцитах [22]. Для 
проникновения в клетки иммунной системы SARS-
CoV-2 использует рецептор ACE2 [7]. В инфицирован-
ных in vitro мононуклеарах периферической крови ви-
русная репликация продолжалась вплоть до 8 дней [23]. 
Однако в других экспериментах SARS-CoV-инфекция 
макрофагов, моноцитов и дендритных клеток была 
абортивной [24, 25]. В мононуклеарах периферической 
крови, полученных от пациентов с SARS-CoV, также 
были обнаружены инфицирование и репликация вируса 
SARS-CoV, хотя репликация была самоограничиваю-
щейся [26]. Также было подтверждено инфицирование 
циркулирующих иммунных клеток, включая моноциты 
и Т-лимфоциты, уже на ранней стадии заболевания [22]. 
Инфекция SARS-CoV-2 может также вызывать пиро-
птоз в макрофагах и лимфоцитах [10, 27]. Средние пока-
затели инфицирования лимфоцитов и моноцитов у па-
циентов SARS составили 51,5 и 29,7 % соответственно. 
Кроме того, были представлены доказательства инфи-
цирования как Т-лимфоцитов, так и макрофагов/моно-
цитов не только в циркулирующей крови, но также 
в лимфоузлах, легких и селезенке, в образцах, полу-
ченных при аутопсии погибших от SARS [22, 28, 29]. 
Однако прямое повреждение клеток иммунной системы 
может лишь частично объяснить лимфопению в пери-
ферической крови, которая была обнаружена у подавля-

ющего числа пациентов с SARS-CoV-2 (82,1 %) [30]. 
Подобная лимфопения может быть следствием массив-
ной инфильтрации лимфоцитами ткани легких [27]. Ин-
фицированные иммунные клетки могут таким образом 
вызывать широкое распространение вируса в различ-
ных органах и прежде всего в легких, о чем сообщалось 
в ряде исследований [21, 22, 28, 31].

Вирусное разрушение моноцитов и Т-клеток, уча-
ствующих как во врожденном, так и в адаптивном им-
мунитете, может привести к нарушению иммунного 
ответа и в результате – к возникновению тяжелого по-
вреждения легких [22]. Это подтверждается данными 
о том, что низкий уровень CD4+- и CD8+-Т-лимфоцитов 
коррелирует с тяжестью заболевания и неблагоприят-
ным исходом [32, 33].

Лимфопения наблюдается и при других инфекцион-
ных вирусных заболеваниях, таких как корь, лихорадка 
Эбола, лихорадка Ласса, инфекциях, вызванных респи-
раторным синцитиальным вирусом [34–36]. Однако 
при этих заболеваниях прямое повреждающее действие 
вируса на лимфоциты обычно считают маловероятной 
причиной выраженного истощения лимфоцитов. Напри-
мер, при кори только небольшая часть клеток перифери-
ческой крови пациента инфицирована во время острой 
инфекции [34], что контрастирует с высоким уровнем 
их инфицирования при SARS. При респираторно-син-
цитиальных вирусных инфекциях макрофаги/моноциты 
являются первичными иммунными клетками, поражае-
мыми вирусом [36], тогда как вирусы, вызывающие ге-
моррагическую лихорадку, не способны инфицировать 
лимфоциты [36].

Воспаление. Хемокины и цитокины
Воспалительные реакции, связанные с вирусом SARS-

CoV-2, по последовательности возникновения условно 
можно разделить на первичные и вторичные [8]. 

Первичные воспалительные реакции возникают 
сразу же после инфицирования, еще до появления ней-
трализующих антител (Ат). Эти реакции обусловлены 
в основном активной репликацией вируса, его прямым 
цитопатическим действием и врожденным противови-
русным иммунным ответом организма хозяина. 

Уже на начальной стадии инфекции SARS-CoV-2 на-
блюдается увеличение концентрации различных цито-
кинов в плазме крови, включая интерлейкины (ИЛ)-1β, 
ИЛ-7, ИЛ-8, ИЛ-9, ИЛ-10, фактор роста фибробластов 
(ФРФ) гранулоцитарный колониестимулирующий фак-
тор (Г-КСФ), гранулоцитарно-макрофагальный коло-
ниестимулирующий фактор (ГМ-КСФ), интерферон-γ 
(ИФН-γ), ИФН-γ-индуцируемый белок 10 (P10), моно-
цитарный хемоаттрактантный белок 1 (MCP1), мак-
рофагальные воспалительные белки (MIP1A/CCL3, 
MIP1B/CCL4), фактор роста тромбоцитов (PDGF) и его 
рецептор (PDGFRα), фактор некроза опухоли (ФНОα) 
и фактор роста эндотелия сосудов (VEGFB) [8].

Увеличение уровня некоторых цитокинов в сыво-
ротке крови было обнаружено и у большинства паци-
ентов с SARS [23, 24]. Этот уровень различался в за-
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висимости от тяжести болезни. Недавние клинические 
исследования с участием пациентов с COVID-19 также 
показали зависимость уровней цитокинов и хемокинов 
от состояния пациентов: у пациентов с легкой формой 
заболевания уровень ИЛ-1β, ИФН-γ, CXCL10/IP-10 
и CCL2/MCP-1 был высоким, но еще более высоким 
был уровень Г-КСФ, CXCL10/IP-10, CCL2/MCP-1 
и CCL3/MIP-1A у пациентов, нуждавшихся в госпита-
лизации [27]. У пациентов, поступивших в отделение 
интенсивной терапии в критическом состоянии, были 
выявлены еще более высокие уровни ИЛ-2, ИЛ-7, 
ИЛ-10, Г-КСФ, IP10, MCP1, MIP1A и ФНОα [22, 27]. 
При аутопсии пациентов с SARS были получены дан-
ные об увеличении экспрессии гена IP-10 в легочной 
и лимфоидной тканях, подтвержденные иммуногисто-
химическими исследованиями с Ат против IP-10 [26, 
28], на основании которых было сделано предположе-
ние, что повышенная концентрация IP-10 является не-
зависимым предиктором неблагоприятного исхода за-
болевания [28].

Уровень активации синтеза хемокинов и цитокинов 
непосредственно в очаге поражения был исследован 
путем количественной оценки транскриптов генов про-
воспалительных цитокинов, включая CXCL1, CXCL2, 
CXCL6, CXCL8, CXCL10/IP10, CCL2/MCP1, CCL3/MIP1A 
и CCL4/MIP1B, в образцах бронхоальвеолярного ла-
важа у пациентов с COVID-19. Было показано, что 
уровень экспрессии этих генов был значительно 
выше в сравнении со здоровыми донорами. Получен-
ные данные позволили авторам сделать заключение 
о том, что инфицирование вирусом SARS-CoV-2 вызвало 
«цитокиновый шторм», который коррелировал с тяже-
стью заболевания [25]. 

При инфицировании клеток SARS-CoV виропорин 3a 
запускает активацию NLRP3 (NOD-подобного рецеп-
торного белка 3) в инфламмасоме и секрецию ИЛ-1β, что 
приводит к индукции клеточного пироптоза [37] и мо-
жет вызвать выброс большого количества провоспали-
тельных факторов [38]. Эксперименты in vitro показали, 
что заражение SARS-CoV макрофагов, дендритных 
и альвеолярных эпителиальных клеток вызывает в них 
гиперэкспрессию генов хемокинов, включая MIP1α, 
IP-10, ИЛ-8 и MCP-1 [31–33]. Повышенная секреция 
этих хемокинов была подтверждена при исследовании 
культуральных супернатантов инфицированных клеток
[31, 33]. Гиперпродукция провоспалительных цито-
кинов и хемокинов в вирус-инфицированных клет-
ках, экспрессирующих одновременно и белок ACE2, 
и SARS-CoV, у пациентов с SARS может способство-
вать острому повреждению тканей легких [13].

Эксперименты in vitro и in vivo показали, что SARS-
CoV-инфекция эпителиальных клеток легких может 
индуцировать гиперсекрецию хемокинов in vivo. Вы-
сокие уровни хемоаттрактантов макрофагов и нейтро-
филов усиливают миграцию этих иммунных клеток 
к месту инфекции, что подтверждается наличием ин-
фильтратов этих клеток в тканях легкого у пациентов 
с COVID-19 [29]. Рекрутирование инфицированных 

вирусом клеток в очаг инфекции может привести к до-
полнительной секреции хемокинов, еще больше уси-
ливая миграцию некоторых типов иммунных клеток, 
в том числе активированных Т-клеток [31–33]. Чрез-
мерное высвобождение провоспалительных цитоки-
нов и хемокинов, «цитокиновый шторм», совместно 
с привлечением клеток иммунной системы, часто за-
раженных вирусом, и нарушением обратной регуляции 
воспаления, возможно, могут объяснить тяжесть по-
вреждений, наблюдаемых в легких пациентов, чувстви-
тельных к SARS-CoV [8, 34, 35].

В некоторых случаях при заболевании, наоборот, 
значительного повышения сывороточных уровней ци-
токинов, которые обычно играют важную роль в им-
мунной защите от вирусов, не обнаружено [26, 35]. На-
против, порой было выявлено увеличение в сыворотке 
крови некоторых иммуносупрессирующих раствори-
мых факторов, таких как простагландин Е2 и ТФРβ, что 
может дать альтернативное объяснение длительного 
и тяжелого клинического течения SARS [36].

Вторичные воспалительные реакции могут разви-
ваться у части пациентов, начиная с этапа формирования 
адаптивного иммунитета, появления нейтрализующих 
Ат, снижения репликации вируса, но сопровождаться 
значительной воспалительной реакцией. 

Было высказано предположение, что серьезные на-
рушения воспалительной реакции при SARS в этот 
период могут быть связаны с чрезмерной реакцией 
адаптивного иммунного ответа хозяина и/или нарушен-
ной обратной регуляцией первичной воспалительной 
реакции [27, 39]. Это предположение подтверждается 
клиническим ухудшением состояния части пациентов 
на второй неделе заболевания, несмотря на снижение 
вирусной нагрузки [34, 39, 40]. Развитие симптомов 
острой пневмонии совпадало с периодом сероконвер-
сии и появления противовирусных IgG у 80 % паци-
ентов с SARS [40]. Кроме того, пациенты, у которых 
быстрее вырабатывались нейтрализующие анти-S-Ат, 
имели большую вероятность летального исхода; умер-
шим пациентам потребовалось в среднем всего 14,7 дня, 
чтобы достичь пиковых уровней активности ней-
трализующих Ат, а выздоровевшим пациентам – 
20 дней [41]. Противовирусные нейтрализующие Ат 
играют важную роль в элиминации вируса. Тем не ме-
нее исследования на животных показали, что при SARS-
CoV-инфекции такие нейтрализующие Ат (анти-S-IgG) 
могут также вызывать тяжелое повреждение легких 
в результате нарушенного воспалительного ответа [42]. 
Есть предположение, что одним из возможных механиз-
мов, лежащих в основе неадекватной воспалительной 
реакции, может быть Ат-зависимое усиление вирусной 
инфекции (АЗУИ) подобно тому, которое может раз-
виться у некоторых пациентов с недостаточной актив-
ностью Ат, которые не могут полностью элиминировать 
вирус, следствием чего являются репликация вируса и 
воспалительная реакция макрофагов. АЗУИ – хорошо 
известное явление, которое обнаруживалось при инфи-
цировании человека различными вирусами, например, 
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вирусом лихорадки Денге, флавивирусом и вирусом 
гриппа [42]. Появление противовирусных Ат также мо-
жет вызывать FcR-опосредованную воспалительную 
реакцию и тяжелое повреждение легких [8].

Врожденный иммунитет
Тот факт, что вирус постепенно размножается 

в верхних дыхательных путях в течение первых 10 дней 
после инфицирования, наводит на мысль о том, что за-
болевание, вызванное SARS-CoV, может являться след-
ствием дефицита врожденного иммунного ответа [9, 32, 
33, 43]. Подтверждением этого предположения могут 
служить данные о том, что у пациентов с тяжелым тече-
нием SARS-CoV наблюдались нарушения врожденной 
иммунной системы [44].

Врожденная иммунная система представляет со-
бой первую линию обороны от вирусов и включает 
в себя клеточные компоненты (макрофаги и дендрит-
ные клетки) и растворимые факторы – ИФН (-α, -β, -λ), 
маннозо-связывающий лектин (mannose-binding lectin, 
MBL) [45].

РНК-вирусы могут распознаваться несколькими 
рецепторами врожденного иммунитета: эндосомаль-
ными рецепторами TLR3, TLR7 и TLR8 из семейства 
Toll-подобных рецепторов (Toll-like receptors, TLR), 
а также цитозольными рецепторами RIG-I и MDA5 
из семейства RIG-подобных рецепторов (RIG-like 
receptors, RLR). В соответствии с локализацией рецеп-
торы семейства TLR распознают РНК-вирусы на стадии 
их входа в клетку (эндоцитоза), а RLR – на стадии ре-
пликации. Общим результатом активации этих рецепто-
ров является индукция выработки ИФН, а также про-
воспалительных цитокинов [14].

Интерфероны играют решающую роль в иммунном 
ответе на вирусные инфекции. В течение десятилетий 
ИФН I типа (ИФН-α/β) изучались как медиаторы быстрой, 
врожденной противовирусной защиты. ИФН-α и -β вза-
имодействуют с корецепторами на клеточной поверхно-
сти, которые экспрессируются на всех типах клеток. Свя-
зывание ИФН активирует сигнальный путь JAK-STAT 
и далее ведет к активизации большого числа генов, при-
чем многие из них кодируют белки, опосредующие про-
тивовирусную активность. Недавно была обнаружена 
группа цитокинов, семейство ИФН-λ (также известное 
как интерфероны III типа), которые через свой отдель-
ный рецепторный комплекс активируют тот же сигналь-
ный путь JAK-STAT. Особенностью ИФН-λ является 
то, что экспрессия рецептора ИФН-λ (IFN-1R1) в зна-
чительной степени ограничивается клетками и тканями 
эпителиального происхождения, в том числе респира-
торными эпителиальными клетками [46–48]. Все чаще 
считают, что ИФН-λ обеспечивает иммунную защиту 
первой линии против вирусных инфекций дыхатель-
ных путей [49–51]. Вирусы, особенно коронавирусы, 
могут влиять на интерфероновый ответ, снижая его 
эффективность, что является важным фактором усколь-
зания коронавирусов от противовирусного врожден-
ного иммунитета. Распознаванию коронавирусов RLR-

рецепторами препятствует маскировка коронавирусной 
РНК под клеточную мРНК. Некоторые белки SARS-CoV 
и MERS-CoV экранируют вирусную РНК от рецептора,
снижая эффективность передачи активационного сиг-
нала в клетку [14].

Так, SARS-CoV не способен индуцировать значи-
тельную экспрессию генов ИФН-α или -β в инфици-
рованных макрофагах, мононуклеарных клетках пери-
ферической крови или в дендритных клетках [32, 33]. 
Экспериментальная инфекция штаммом MERS-CoV 
(HCoV-EMC) не вызывала экспрессию ИФН типов I и III 
в культурах респираторной ткани, в то время как штамм 
вируса гриппа вызывал образование высоких уровней 
обоих типов ИФН [52]. В другой работе ни MERS-CoV-, 
ни SARS-CoV-инфекция не вызывали значительной 
экспрессии ИФН типа I в макрофагах, происходящих 
из моноцитов человека [53]. Совсем недавнее иссле-
дование, выполненное на модели легочной ткани чело-
века ex vivo, показало, что SARS-CoV-2 практически не 
мог индуцировать экспрессию никаких ИФН (типа I, II 
или III) в инфицированных тканях легких человека [54]. 
Отсутствие продукции ИФН, вероятно, препятствует 
раннему врожденному иммунному ответу на инфекцию 
SARS-CoV-2 у части пациентов. 

Дефицит маннозосвязывающего лектина MBL, по-
видимому, также играет значительную роль в патоге-
незе SARS. MBL представляет собой сывороточный 
белок, который может связываться с лигандами различ-
ных патогенов, помечая их для иммунного разрушения, 
независимо от действия специфических Ат, которые 
выполняют аналогичную функцию [55]. MBL способен 
связываться с SARS-CoV и ингибировать его инфекци-
онность in vitro. У пациентов с SARS были обнаружены 
сниженные уровни MBL в сыворотке крови и варианты 
гаплотипов гена MBL, связанные с его дефицитом [56].

Кроме того, SARS-CoV, по-видимому, способен 
ухудшать фагоцитарную способность макрофагов, что 
может сделать пациентов с SARS склонными к вторич-
ным легочным инфекциям [57].

Аутоиммунитет
Иммунные реакции против собственных тканей 

также могут быть вовлечены в патогенез SARS. У ин-
фицированных вирусом пациентов с пневмонией были 
обнаружены аутоантитела против клеток легочного эпи-
телия [9, 58, 59] и эндотелия сосудов [59]. У пациентов 
с тяжелой формой COVID-19 характерными диагности-
ческими признаками являются подобие аутоиммунного 
васкулита, тромбоз и повреждение эндотелия. У многих 
пациентов в критическом состоянии наблюдаются вас-
кулитоподобные проявления и даже гангрена конеч-
ностей. У пациентов с подобием аутоиммунного вас-
кулита кровеносные сосуды альвеолярной перегородки 
переполнены и отечны, с умеренной инфильтрацией 
моноцитами и лимфоцитами внутри и вокруг сосудов. 
Мелкие сосуды имели признаки гиперплазии, опре-
делялись утолщение стенок сосудов, стеноз просвета, 
окклюзия и очаговое кровоизлияние. В части тяжелых 
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случаев васкулита обнаружены гиалиновые тромбы ми-
крососудов [29, 60, 61]. У некоторых пациентов с тяже-
лым тромбозом были обнаружены высокие титры анти-
фосфолипидных Ат, в том числе антикардиолипиновых 
и анти-β2-гликопротеиновых Ат [62]. Цитотоксическое 
повреждение клеток легочного эпителия и системный 
васкулит часто наблюдались при аутопсии умерших от 
SARS пациентов [58, 59]. 

Аутоиммунное повреждение тканей может быть 
частично обусловлено образованием перекрестно реа-
гирующих Ат против специфических эпитопов SARS-
CoV. Действительно, было обнаружено, что IgG-Ат 
против домена 2 S-белка вируса перекрестно реагируют 
с клетками легочного эпителия [58]. Другим механиз-
мом, который, возможно, объясняет возникновение 
аутоиммунной реакции, является экспозиция клеткам 
иммунной системы аутоантигенов, образовавшихся 
в результате прямого повреждения вирусом легочного 
эпителия [59] и/или эндотелиальных клеток при ус-
ловии генетической предрасположенности хозяина 
к аутоиммунным реакциям. Следствием аутоиммун-
ного ответа может быть развитие диссеминированного 
внутрисосудистого свертывания (ДВС-синдром), анти-
фосфолипидного синдрома и подобия аутоиммунного 
васкулита [62].

Факторы хозяина
Целый ряд факторов хозяина, включая возраст, пол, 

хронические и сопутствующие заболевания, влияют на 
течение и исход SARS [9, 22, 63–68].

Пожилое население подвержено повышенному ри-
ску заражения и смерти от COVID-19 [63, 64], что под-
тверждается показателями смертности от 3 % в самой 
молодой возрастной группе до 55 % в самой старшей 
возрастной группе [64]. Выживание связано также с по-
лом, у мужчин наблюдается значительно более высокая 
смертность, чем у женщин [64, 65]. Мужчины более чем 
в 1,5 раза чаще умирают от COVID-19 [22]. Женщины, 
по сравнению с мужчинами, менее восприимчивы к ви-
русным инфекциям из-за особенностей врожденного 
иммунитета, стероидных гормонов и факторов, связан-
ных с половыми хромосомами. Женщины обычно выра-
батывают более высокие уровни Ат, у них выше уровень 
активации иммунных клеток. С другой стороны, двух-
аллельная экспрессия Х-сцепленных генов может вызы-
вать патологические аутоиммунные и воспалительные 
реакции [69]. 

У пациентов с сопутствующими заболеваниями, 
такими как сахарный диабет, сердечно-сосудистые за-
болевания, болезни легких, хронический гепатит, ги-
пертония и рак, обнаружено значительное увеличение 
смертности [27]. Коморбидность присутствует более 
чем в 30 % случаев COVID19 [29]. Показатель леталь-
ности для пациентов с сопутствующими заболеваниями 
составил 46 % по сравнению с 10 % у пациентов без 
сопутствующих заболеваний [64]. Тот факт, что все эти 
сопутствующие заболевания характеризуются ухудше-
нием сердечно-легочных функций и/или нарушением 

функционирования врожденной и адаптивной иммун-
ной системы, возможно, объясняет увеличение смерт-
ности у этих пациентов [27, 66, 67].

Иммуногенетика и пептидные вакцины
Генетические факторы, особенно имеющие отноше-

ние к иммунной системе, также, по-видимому, играют 
значимую роль в патогенезе SARS [70]. 

Вариации генов главного комплекса тканевой сов-
местимости человека (HLA) связаны с восприимчиво-
стью или устойчивостью к широкому кругу инфекций, 
включая малярию, туберкулез, лепру, ВИЧ, вирусный 
гепатит [71, 72]. HLA-гены были первыми генами чело-
века, исследованными сразу после эпидемии SARS. Ре-
зультаты, полученные в Тайване [73, 74], Гонконге [75], 
материковом Китае [76], показали наличие ассоциаций 
различных аллелей HLA с SARS. 

В группе пациентов из Тайваня с серологически 
подтвержденной инфекцией SARS была выявлена вы-
раженная связь между аллелем HLA-B*0703 и чув-
ствительностью к заболеванию [отношение шансов 
(ОШ) = 4,08; 95 % доверительный интервал (ДИ), 2,03, 
p < 0,0022] и связь между аллелем HLA-DRB1*0301 
и резистентностью к заболеванию (ОШ = 0,06; 95 % ДИ, 
0,01–0,47, p < 0,00008) [73, 74]. Резистентность к ин-
фекции, ассоциированная с HLA-DRВ1*0301, была 
подтверждена в другом исследовании [75, 76]. В том 
же исследовании было показано, что с резистентно-
стью к SARS ассоциирован также HLA-Cw1502 [75, 76]. 
В другой работе распределение HLA-генов у пациентов 
с тяжелой SARS сравнили с таковым у медицин-
ского персонала, работавшего с пациентами SARS, 
но не заболевшего. В результате было обнаружено, 
что HLA-B*4601 ассоциирован с развитием тяжелой 
SARS [73]. Однако некоторые исследователи не смогли 
обнаружить никакую значимую связь между поли-
морфизмом HLA-генов и восприимчивостью или 
исходом заболевания после заражения SARS-CoV 
[76, 77], хотя они и не отрицают возможность такой 
связи. Распределение HLA-аллелей среди индивиду-
умов, контактировавших с инфекцией и заболевших, 
позволило сделать предположение, что ассоциация ал-
лелей HLA класса II была более сильной между «Забо-
леванием» и «Отсутствием заболевания» после контакта
с инфекцией, чем между «Инфицированием» и «Неин-
фицированием», что свидетельствует в поддержку уча-
стия генов HLA в развитии заболевания после инфици-
рования, а не в трансмиссии вируса хозяину [70].

Установлено, что у части пациентов в ответ на ин-
фицирование вирусом развивается аутоиммунная ре-
акция, вызывающая значительное повреждение тканей 
в виде ДВС-синдрома, антифосфолипидного синдрома 
и аутоиммунного васкулита [62]. Связь HLA-генов 
с аутоиммунными заболеваниями давно известна
[71, 72], однако работ, исследовавших связь определен-
ных аллелей HLA-генов с развитием варианта вирусной 
инфекции, при котором главную роль играет аутоим-
мунное поражение, пока не опубликовано. 
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Представление антигенов вируса молекулами HLA 
I и II играет критическую роль в индукции антитель-
ного и клеточно-опосредованного иммунного ответа, 
что необходимо учитывать при разработке вакцин про-
тив вируса 2019-nCoV и возбудителей других опасных 
заболеваний. 

Было показано, что CD4+- и CD8+-Т-клетки из пери-
ферической крови пациентов с SARS отвечают на эпи-
топы SARS-CoV [78]. Исследования HLA класс II–ре-
стриктированного T-клеточного ответа, при SARS-CoV, 
а также при других вирусных инфекциях, показали, 
что он может играть важную роль в иммунном ответе 
против SARS [79, 80]. Так, у здоровых индивидуу-
мов, не контактировавших с вирусом, с HLA DR*0401 
и DR*0701 были обнаружены CD4+-T-клетки, специ-
фично отвечающие на S-белок SARS-CoV. Отвечаю-
щие клетки имели фенотип CD45RA+ и секретировали 
устойчивые уровни ИФН-γ и ИЛ-13 при стимуляции 
антигеном [80]. 

В настоящее время разработка пептидных вак-
цин с учетом связывания вирусных пептидов с HLA-
аллелями и Т-клеточными рецепторами является очень 
актуальным направлением. Так, с помощью математи-
ческого моделирования на поверхностном гликопроте-
ине SARS-CoV-2  были идентифицированы пять эпи-
топов, распознаваемых цитотоксическими Т-клетками, 
и пять B-клеточных эпитопов, взаимодействующих 
с супертипами HLA I класса, распространенными 
в Китае (HLA-A2, -A3, -B7, -B44 и -B62). Некоторые из 
этих эпитопов, как считают авторы исследования, могут 
быть потенциальными кандидатами для разработки вак-
цины против SARS-CoV-2 [81]. В другой работе авторы 
сообщают о том, что in silico было идентифицировано 
63 пептида с высоким потенциалом иммуногенности 
и связывания с HLA-аллелями, общими для китайской 
и европейской популяции (HLA-A*02:01, -A*01:01, 
-B*07:02, -B*40:01 и -C*07:02). Эти пептиды перспек-
тивны для дальнейшей экспериментальной проверки, 
что может, по мнению авторов, ускорить процесс разра-
ботки вакцины против коронавируса (2019-nCoV) [82]. 
В результате поиска в S-, E-, M- и N-белках вируса 
Т-клеточных иммунодоминантных эпитопов, рас-
познающихся HLA-DR-аллелями, общими для на-
селения Азии (Китай, Таиланд, Япония) и Азиат-
ско-Тихоокеанского региона, было найдено восемь 
эпитопов с высокой аффинностью связывания с CD4+-
Т-клетками. Эти иммунодоминантные эпитопы, по 
мнению авторов, могут быть включены в универсаль-
ную субъединичную CoV-вакцину, которая может ин-
дуцировать эффективный иммунный ответ с индукцией 

противовирусных T-клеток и Ат в различных этнических 
популяциях [83].

Другие гены, связанные с иммунитетом, как рас-
положенные в области HLA [9, 84, 85], так и незави-
симые от HLA, возможно, также способны влиять на 
развитие инфекции. Например, гомозиготные по гену 
CLEC4M, кодирующему белок L-SIGN (liver/lymph 
node-specifi c ICAM3-grabbing non-integrin) индивиду-
умы, по-видимому, имеют значительно более низкий 
риск инфекции SARS-CoV [86]. Кроме того, опреде-
ленные генотипы MBL, ассоциированные с его низким 
или дефицитным уровнем в сыворотке, чаще обнару-
живали у пациентов с SARS, а не в группе здоровых 
доноров [56].

Заключение
Исходя из сообщений о патологии и патогенезе но-

вых коронавирусных инфекций XXI века, полученных 
из разных стран, развитие заболеваний представляет со-
бой сложную картину взаимодействия различных фак-
торов. Хотя основные клинические проявления инфек-
ций связаны с дыхательной системой, ключевую роль 
в патогенезе, очевидно, играет иммунная система. Гипер-
индукция хемокинов и цитокинов, недостаточная реак-
ция ИФН и нарушенный клеточный иммунный ответ, 
вызванный прямым или непрямым повреждением им-
мунных клеток вирусом, аутоиммунные реакции при-
водят к обширным повреждениям легких у меньшей 
части пациентов, у значительно большего числа людей 
коронавирусы либо не вызывают заболевания, либо оно 
протекает в легкой форме. 

На наших глазах впервые в истории происходят со-
бытия, которые можно сравнить с глобальным биологи-
ческим экспериментом по действию новой инфекции на 
организм человека в зависимости от особенностей его 
иммунной системы. Происходящее предоставляет ис-
следователям разных стран уникальную возможность 
как поиска общих закономерностей функционирования 
иммунной системы при ответе на новую инфекцию, так 
и установления различных вариантов ее реагирования 
в зависимости от генетики, возраста, пола, сопутствую-
щих заболеваний, образа жизни и т. д.

Более полное понимание ключевых особенностей 
патогенеза, в том числе в зависимости от вариабель-
ности генов, связанных с иммунитетом, имеет решаю-
щее значение для выработки протоколов диагностики, 
прогнозирования тяжелого течения инфекций, создания 
профилактических вакцин, разработки протоколов тера-
пии заболеваний, вызванных новыми коронавирусами, 
а также другими вновь появляющимися инфекциями.
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Комбинации полиморфизмов 
гена фактора роста сосудистого эндотелия 
и генов его рецепторов (VEGF/VEGFR) 
в оценке сердечно-сосудистого риска 
у пациентов с ревматоидным артритом
Научно-исследовательский институт клинической и экспериментальной лимфологии – филиал Федераль-
ного государственного бюджетного научного учреждения «Федеральный исследовательский центр Институт 
цитологии и генетики Сибирского отделения Российской академии наук», 630060, г. Новосибирск, Российская 
Федерация

Резюме
Введение. Риск развития сердечно-сосудистых осложнений у пациентов с ревма-

тоидным артритом (РА) значительно повышен. Основные факторы развития сердечно-
сосудистого риска (ССР) данный феномен полностью объяснить не могут, поэтому ана-
лизируются и особенности системных воспалительных процессов, характерных для РА. 
Один из важных факторов иммунопатогенеза РА – нарушение синовиального ангио-
генеза, которому могут способствовать особенности ангиогенной передачи сигналов, 
в том числе между фактором роста эндотелия сосудов VEGF и системой его рецепторов 
VEGFR.

Цель исследования – анализ однонуклеотидных полиморфизмов гена VEGF 
(rs699947, rs3025039), его рецепторов –  KDR (rs10020464, rs11133360), NRP-2 (rs849530, 
rs849563, rs16837641) – и их комбинированной ассоциированности с повышенным ССР 
у пациентов с РА. 

Материал и методы. Обследованы 135 пациентов с РА (медиана возраста – 55 лет, 
длительности заболевания – 7 лет).Увеличение ССР выявлено у 45,2 % пациентов. Гено-
типирование осуществляли с использованием методов рестриктного анализа продуктов 
амплификации и полимеразной цепной реакции в реальном времени (ПЦР-РВ) с исполь-
зованием TaqMan-зондов. 

Результаты. Выявлены комплексные генотипы, частота которых повышена в группе 
пациентов с увеличением ССР относительно пациентов с РА с низким ССР. Наиболь-
шая вероятность формирования высокого ССР выявлена у носителей комплекса KDR 
14011TT:NRP2 13581TT:VEGF-2578CC, а раннего проявления высокого ССР – у паци-
ентов с генетическим комплексом KDR 17693CC:KDR 14011TC:NRP2 13581TT:VEGF-
2578CA: VEGF+936CC. Выявлены и протективные генотипы у пациентов, которые об-
ладают низким ССР даже при длительном течении РА. 

Заключение. Полиморфные позиции генов медиаторов ангиогенеза синергично мо-
гут быть ассоциированы с определенным ССР у пациентов с РА.

Ключевые слова: ревматоидный артрит; сердечно-сосудистые риски; полиморфизм гена VEGF; гены VEGFR; 
полиморфизм KDR; полиморфизм NRP2
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(VEGF/VEGFR) в оценке сердечно-сосудистого риска у пациентов с ревматоидным артритом

Введение
Одним из самых распространенных и прогности-

чески неблагоприятных аутоиммунных заболеваний 
в мире признан ревматоидный артрит (РА) [1]. При этом 
установлено, что риск развития сердечно-сосудистых 
осложнений в этой группе пациентов значительно по-
вышен [2]. Показано, что в течение первых 10–15 лет от 
начала заболевания РА сердечно-сосудистая патология 
регистрируется более чем у 30 % пациентов, являясь ос-
новной причиной неблагоприятных исходов [3, 4]. В ме-
таанализе, проведенном в 2012 г. [5], включавшем дан-

ные 14 обсервационных исследований с участием 41 490 
пациентов, установлено, что наличие РА увеличивает 
общий риск сердечно-сосудистой патологии на 48 %, 
а риск инфаркта миокарда и инсульта повышается 
на 68 и 41 % соответственно. Наличие РА также спо-
собствует более раннему формированию хронической 
сердечной недостаточности [6].

В настоящее время среди исследователей нет чет-
кого понимания особенностей механизмов, обусловли-
вающих высокий сердечно-сосудистый риск (ССР) при 
РА. Традиционные факторы риска, такие как курение, 
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Abstract
Introduction. Cardiovascular risk (CR) development in rheumatoid arthritis patients (RA) 

is considerably increased. Major factors of CR cannot explain the given phenomenon com-
pletely, therefore features of system infl ammatory processes which it is characteristic for RA 
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VEGFR is one of the important factors of RA immunopathogenesis. 

Aim. Analysis of single-nucleotide polymorphisms of VEGF (rs699947, rs3025039), its 
receptors KDR (rs10020464, rs11133360), NRP-2 (rs849530, rs849563, rs16837641) genes 
and associations of their combinations with CR development at RA patients. 

Material and methods. 135 RA patients (median age is 55 years, duration of disease 
is 7 years) are surveyed. The increase of CR is revealed at 45.2 % of patients. Genotyping was 
carried out with restriction analysis of fragment length polymorphism (RFLP) and Real-time 
PCR (RT-PCR) with TaqMan.

Results. The complex genotypes which frequency are increased in group of high cardiovas-
cular risk patients concerning RA patients with low cardiovascular risk were revealed. The high-
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13581TT:VEGF-2578CC, and early relations high CR at patients with KDR 17693CC:KDR 
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возраст, высокий индекс массы тела, уровни сахара 
и холестерина и др., в полной мере не объясняют разви-
тие повышенного ССР у  пациентов с патологией суста-
вов. Поэтому анализируются и характерные для РА осо-
бенности системных воспалительных процессов [7, 8].

Одним из важных факторов иммунопатогенеза РА 
может считаться нарушение синовиального ангиоге-
неза, влияющего на степень васкуляризации синови-
альной оболочки и внеклеточного матрикса. При этом 
важно, что эндотелиальная дисфункция, наблюдающа-
яся при патологическом ангиогенезе у пациентов с РА, 
играет значимую роль и при развитии сердечно-сосу-
дистых нарушений [9, 10]. Одним из основных медиа-
торов регуляции ангиогенеза, играющих ангиогенную, 
воспалительную и деструктивную роль как при РА, так 
и при развитии сердечно-сосудистой патологии, при-
знан фактор роста эндотелия сосудов (VEGF – Vascular 
endothelial growth factor) [10, 11]. Двойственная актив-
ность VEGF как стимулятора пролиферации, диффе-
ренцировки и функциональной активности эндотели-
альных клеток и модулятора изменений проницаемости 
сосудов оказывает свое воздействие на отдельные звенья 
патогенеза РА. Уровни VEGF заметно выше в сыворотке 
и в синовиальной жидкости пациентов с РА, чем в попу-
ляционном контроле. При этом сывороточные концен-
трации VEGF у пациентов с РА коррелируют с уровнями 
С-реактивного белка, маркера воспаления и активности 
заболевания [12]. При кардиопатологии VEGF может 
действовать как на эндотелиальные клетки и быть ос-
новным регулятором миокардиального и коронарного 
ангиогенеза, так и оказывать цитопротективное, анти-
оксидантное и антиапоптотическое действие на кардио-
миоциты [13]. Ряд клинических и доклинических дан-
ных свидетельствует о том, что патологическому ангио-
генезу могут способствовать не только чрезмерный рост 
сосудов из-за неадекватного высвобождения ангиоген-
ных факторов роста из кардиомиоцитов, тромбоцитов 
и воспалительных клеток, но и нарушение ангиогенной 
передачи сигналов, в том числе вследствие изменений 
структуры сигнальных молекул, ведущее к наруше-
нию физиологического взаимодействия модуляторов 
ангиогенеза [13, 14]. Основные сигнальные пути опо-
средуются взаимодействием фактора роста эндотелия 
сосудов и его рецепторов (VEGF/VEGFR). Известны 
три тирозинкиназных рецептора на поверхности эндо-
телиальных клеток – VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (Flk-1/
KDR), VEGFR-3 (Flt-4) и два нетирозинкиназных транс-
мембранных рецептора, усиливающих активационный 
сигнал, но не обладающих способностью проводить 
его в клетку – нейропилины NRP-1 и NRP-2, причем 
NRP являются корецепторами VEGFR. VEGF A свя-
зывается с рецепторами VEGFR-1, VEGFR-2, а также 
с рецепторами NRP, но основные сосудистые и вне-
сосудистые эффекты VEGF/VEGFR осуществляются 
в результате взаимодействия VEGF/VEGFR-2. Акти-
визация VEGFR-2 ведет к увеличению пролиферации, 
миграции и дифференциации эндотелиальных клеток, 
повышению сосудистой проницаемости и мобилизации 

предшественников эндотелиальных клеток из костного 
мозга. VEGFR-2 – основной медиатор ангиогенных 
и митогенных функций VEGF, уровень которого регу-
лируется гипоксией. Он же является основным индук-
тором VEGF-транскрипции, но при этом может моду-
лировать сигналы и изолировать белок VEGF, действуя 
как негативный регулятор ангиогенеза [14]. Показано, 
что нейропилины NRP-1 и NRP-2, функционируя как 
рецепторы некоторых гепарин-связанных форм VEGF, 
могут играть роль в сердечно-сосудистой биологии
[15, 16]. Кроме того, NRP-2 может связываться с VEGFA 
в тримерных комплексах с VEGFR-2-рецептором, пред-
положительно кооперативно взаимодействуя в эндоте-
лиальных клетках [16, 17].

VEGF кодируется геном, расположенным на хро-
мосоме 6p21.3 и состоящим из 8 экзонов. Его рецептор 
VEGFR-2 кодируется геном KDR, расположенным на 
хромосоме 4q11-q12, состоящим из 30 экзонов, NRP-2 – 
геном на хромосоме 2q33.3, состоящим из 20 экзонов. 
Гены являются полиморфными, вследствие чего может 
меняться активность и экспрессия их белковых продук-
тов, сила взаимодействия белков, что по ряду исследо-
ваний существенно при развитии патологий [18–21].

Информация о влиянии полиморфизма генов сиг-
нальной цепи VEGF/VEGFR на развитие сердечно-
сосудистой патологии при РА представлена пре-
имущественно для азиатских популяций и достаточно 
неоднозначна. Кроме того, данные о совместной ас-
социированности нескольких полиморфных позиций 
анализируемых генов представлены единично. Рассма-
тривая потенциально значимую роль полиморфизма 
VEGF, KDR и NRP-2 в развитии ССР у пациентов с РА, 
мы исследовали ассоциацию 7 однонуклеотидных по-
лиморфизмов (SNPs): VEGF (rs699947, rs3025039), KDR 
(rs10020464, rs11133360), NRP2 (rs849530, rs849563, 
rs16837641) генов, а также их комбинированную ассо-
циированность с определенным ССР у пациентов с РА.

Материал и методы
Пациенты. В исследование включены 135 пациен-

тов с РА, находившихся на лечении в ревматологичес-
ком отделении клиники НИИКЭЛ – филиал ИЦиГ СО 
РАН. Все пациенты являлись жителями Новосибирской 
области, длительное время проживающими на терри-
тории Сибирского федерального округа, европеоидной 
внешности, идентифицирующих себя и своих родите-
лей как русских. Диагноз РА соответствовал критериям 
ACR/EULAR 2010 г. Медиана возраста составила 55 лет 
[42; 61], длительности заболевания – 7 лет [4; 14]. Пре-
обладали пациенты женского пола с умеренной и высо-
кой активностью заболевания и продвинутыми рентге-
нологическими изменениями. Большинство пациентов 
были позитивными по ревматоидному фактору (РФ) 
и антителам к циклическому цитруллинированному 
пептиду (АЦЦП) (табл. 1).

Критерии исключения: наличие активного и латент-
ного туберкулеза в анамнезе и на момент скрининга; ви-
русные гепатиты В и С в стадии умеренной и высокой 

Иммуногенетика   



209

Иммунология ■ Том 41 ■ № 3 ■ 2020

Шевченко А.В., Коненков В.И., Прокофьев В.Ф., Королев М.А., Омельченко В.О.
Комбинации полиморфизмов гена фактора роста сосудистого эндотелия и генов его рецепторов 

(VEGF/VEGFR) в оценке сердечно-сосудистого риска у пациентов с ревматоидным артритом

степени активности; текущее онкологическое заболева-
ние; РА как исход ювенильного хронического артрита 
с возрастом дебюта до 16 лет; обострение любого дру-
гого хронического заболевания помимо РА. Исследова-
ние было одобрено локальным этическим комитетом 
НИИКЭЛ. Пациенты подписывали добровольное ин-
формированное согласие перед включением в иссле-
дование. Всем пациентам выполнялось ультразвуковое 
исследование брахиоцефальных артерий (УЗИ БЦА) 
с применением триплексного сканирования: В-режим 
с цветовым допплеровским картированием (ЦДК) и им-
пульсно-волновая допплерография на аппарате Vivid 7 
Dimension (General Electric) с применением линейного 
датчика (7–12 МГц). Верификация наличия атероскле-
ротической бляшки (АСБ) проводилась при локальном 
утолщении комплекса «интима–медиа» более 1,5 мм. 
Увеличение сердечно-сосудистого риска регистриро-
валось при наличии АСБ по УЗИ БЦА и при высоком/
очень высоком риске по шкале SCORE с модифициру-
ющим коэффициентом ×1,5. Увеличение сердечно-со-
судистого риска выявлено у 45,2 % пациентов, а атеро-
склеротическое поражение БЦА – у 23,7 %. 

Генотипирование. Генотипирование полиморфиз-
ма промоторного региона гена VEGF-2578 С→A 
(rs699947) осуществляли методом рестриктного ана-
лиза продуктов амплификации (ПДРФ-анализ) с ис-
пользованием специфичных праймеров: прямой 
5´-GGGCCTTAGGACACCATACC-3´ и обратный 
5´-TGCCCCAGGGAACAAAGT-3´. Полученный ампли-
фикат 267 п. н. гидролизовали эндонуклеазой рестрик-
ции BglII (СибЭнзим, Новосибирск). Электрофорез про-
водили в 2,5 % агарозном геле. Полученные фрагменты 
208 и 60 п. н. соответствовали аллельному варианту 

VEGF–2578 А. SNP-полиморфизмы генов VEGF+936 
C→T, (rs3025039), NRP2 13581 T→G (rs849530), NRP2 
68279 A→C (rs849563), NRP2 92646 G→A (rs16837641), 
KDR 17693 C→T (rs10020464) и KDR 14011 T→C 
(rs11133360) анализировали с помощью полимераз-
ной цепной реакции в реальном времени (ПЦР-РВ) 
с использованием коммерческих тест-систем методом 
TaqMan-зондов (Синтол, Россия) на амплификаторе 
«ДТ-96» (ДНК-Технология), согласно инструкции 
фирмы-производителя.

Статистическая обработка. При статистическом 
анализе результатов исследований использовали такие 
показатели, как частота встречаемости генотипов, отно-
шение шансов (ОШ) с расчетом 95 % доверительного 
интервала (95 % ДИ). Расчет величины ОШ проводили 
по методу Вульфа–Холдейна. Частоту встречаемости 
отдельных генотипов определяли как процентное от-
ношение индивидов, несущих генотип, к общему числу 
обследованных в группе по формуле: 

f = n/N, 

где n – кратность встречаемости генотипа, N – число об-
следованных. Распределение генотипов по исследован-
ным полиморфным локусам проверяли на соответствие 
равновесию Харди–Вайнберга. Достоверность различий 
частот распределения изучаемых признаков в альтерна-
тивных группах определяли по двустороннему варианту 
точного метода Фишера для четырехпольных таблиц.

Результаты
Проанализированы особенности однонуклеотид-

ного полиморфизма генов регуляции ангиогенеза VEGF 

Таблица 1. Клиническая характеристика пациентов с ревматоидным артритом

Параметр Значение
Возраст, n (%) 55 [42; 61]
Пол, n (%)
мужской
женский

18 (13,3)
117 (86,7)

Длительность заболевания, годы 7 [4; 14]
СОЭ, мм/ч 26 [16; 42]
С-реактивный белок, мг/л 12,5 [4,66; 32,1]
Disease Activity Score по СОЭ (DAS28-СОЭ) 4,9 [3,7; 5,9]
Позитивность по РФ, n (%) 125 (92,6)
Позитивность по АЦЦП, n (%) 125 (92,6)
Встречаемость внесуставных проявлений, n (%) 60 (44,4)
Встречаемость ревматоидных узелков, n (%) 36 (26,7)
Рентген-стадия, n (%)

I
II
III
IV

8 (5,9)
51 (37,8)
46 (34,1)
30 (22,2)

Встречаемость атеросклеротической бляшки, n (%) 32 (23,7)
Увеличение сердечно-сосудистого риска, n (%) 61 (45,2)

Примечание. СОЭ – скорость оседания эритроцитов; РФ – ревматоидный фактор; АЦЦП – антитела к циклическому цитрул-
линированному пептиду.
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(rs699947, rs3025039), KDR (rs10020464, rs11133360), 
NRP2 (rs849530, rs849563, rs16837641) у пациентов 
с РА при наличии или отсутствии высокого ССР. Час-
тоты генотипов анализируемых генов в группах соот-
ветствовали равновесию Харди–Вайнберга. Распре-
деление генотипов проанализированных единичных 
полиморфных позиций значимо не отличалось между 
группами.

Учитывая возможное синергетическое влияние не-
скольких полиморфных позиций одного гена на изме-
нение уровня его активности и то, что при образовании 
трехмерных комплексов медиаторов VEGF/VEGFR-2/
NRP-2 полиморфная структура кодирующих их генов 
может отражаться на эффективности взаимодействий 
белковых продуктов, мы проанализировали частоту 
встречаемости комплекса полиморфных вариантов ге-
нов, выявляемых в геноме обследованных пациентов 
(табл. 2).

Из программно проанализированного огромного ко-
личества возможных комбинаций анализируемых поли-
морфных позиций выявлено три комплексных генотипа, 
частота которых значительно повышена в группе паци-
ентов с наличием высоких ССР. Один из них – NRP2 
13581GT:NRP2 92646GA:NRP2 68279AA – объединяет 
все исследуемые позиции нетирозинкиназного рецеп-
тора NRP-2, еще один – три аналогичные предыдущему 
комплексу позиции рецептора NRP-2 и одну из позиций 
тирозинкиназного рецептора KDR: KDR 17693CC:NRP2 
13581GT:NRP2 92646GA:NRP2 68279AA. Наиболее 
высокое соотношение шансов у обследованных па-
циентов с высоким ССР выявлено в комплексе KDR 
14011TT:NRP2 13581TT:VEGF-2578CC (ОШ = 9,38; 
P = 0,0074). Два выявленных нами генотипа, напротив, 
являются протективными в отношении риска развития 
сосудистых осложнений.

Учитывая, что длительность РА влияет на развитие 
ССР, мы предположили, что полиморфизм генетичес-
кой структуры ангиогенных медиаторов может быть 
ассоциирован с определенными ССР в зависимости 
от стажа РА, и выделили группы пациентов с длитель-

ностью РА менее 15 лет при наличии высоких ССР 
и аналогичную группу с низким ССР (табл. 3). С повы-
шением ССР при небольшом стаже РА оказались ассо-
циированы шесть сложных генетических комплексов, 
один из которых – KDR 17693CC : NRP2 13581GT : NRP2 
92646GA : NRP2 68279AA – непосредственно является  
фактором высокого ССР у пациентов с РА. Наиболь-
шее значение шанса формирования высокого ССР при 
небольшом стаже РА у пациентов с генетическим ком-
плексом KDR 17693CC : KDR 14011TC : NRP2 13581TT : 
VEGF-2578CA : VEGF+936CC (ОШ = 8,70; P = 0,0137), 
включающим обе анализируемые позиции гена фактора 
роста эндотелия сосудов VEGF. Данный генотип выяв-
лен только у пациентов с увеличением ССР с частотой 
более 11 %, при этом он ни разу не встретился в группе 
с низким ССР. Примечательно, что в состав всех ком-
плексов входит полиморфный генотип KDR 17693СС, 
а в состав пяти комплексов – комбинация генотипов 
этого гена KDR 17693СС : KDR 14011TC. 

Выявлены также протективные простые и сложные 
генотипы, пациенты с их наличием  имеют низкий ССР 
даже при длительном течении РА (табл. 4). При этом 
данные генотипы встречаются в группе с течением РА 
более 15 лет с достаточно высокой частотой (18,75–
31,25 %) и чрезвычайно редки у пациентов с высоким 
уровнем ССР при небольшом стаже РА (0–9 %).

Обсуждение
Повышение риска развития сердечно-сосудистых 

заболеваний является доказанным осложнением, вы-
являемым у пациентов с патологией суставов. Данный 
феномен не может быть однозначно объяснен влиянием 
традиционных факторов риска развития сердечно-со-
судистых заболеваний, поэтому есть мнения, что это 
может быть проявлением системных особенностей 
развития РА. Показано, что многие ключевые патоге-
нетические медиаторы РА являются и важнейшими 
факторами, способствующими развитию дисфункции 
эндотелия и прогрессированию сердечно-сосудистого 
поражения. Имеющиеся экспериментальные и клиничес-

Таблица 2. Особенность распределения частот генотипов генов VEGF и его рецепторов KDR и NRP2 у пациентов с ревматоидным 
артритом (РА)  и наличием/отсутствием увеличения сердечно-сосудистого риска (ССР)

Полиморфная позиция Генотип Пациенты 
с РА 

и высоким 
ССР  

(n = 61)

Пациенты 
с РА 

и низким 
ССР 

(n = 74)

ОШ ОШ
 95 % 
ДИ

P_TMF2

Сложные генотипы, позитивно ассоциированные с высоким ССР 
KDR 14011:NRP2 13581:VEGF-2578 TT-TT-CC 6 (9,84) 0 (0,00) 9,38 1,12– 78,40 0,0074
NRP2 13581:NRP2 92646:NRP2 68279 GT-GA-AA 17 (27,87) 9 (12,16) 2,79 1,14–6,82 0,0281
KDR 17693:NRP2 13581:NRP2 92646:NRP2 68279 CC-GT-GA-AA 13 (21,31) 6 (8,22) 3,02 1,07–8,52 0,0452

Сложные генотипы, негативно ассоциированные с высоким ССР 
NRP2 13581:NRP2 92646 GT-GG 9 (14,75) 22 (29,73) 0,41 0,17–0,97 0,0427
NRP2 13581:NRP2 92646:VEGF+936 GT-GG-CT 1 (1,64) 10 (13,51) 0,11 0,01–0,86 0,0123
Примечание. Здесь и в  табл. 2–4: N – число обследованных пациентов; ОШ – отношение шансов; ОШ 95 % ДИ – 95 % довери-
тельный интервал для ОШ; P_TMF2 – значимость различий по 2-стороннему варианту точного метода Фишера.
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Комбинации полиморфизмов гена фактора роста сосудистого эндотелия и генов его рецепторов 

(VEGF/VEGFR) в оценке сердечно-сосудистого риска у пациентов с ревматоидным артритом

кие данные позволяют считать, что связующим звеном 
между эндотелиальной дисфункцией и ускорением про-
цессов атерогенеза, наблюдаемыми при РА, являются 
в том числе особенности ангиогенеза и ремоделиро-
вания сосудистой стенки. Важное значение фактора 
роста эндотелия сосудов и системы его рецепторов, 
а также значимость нарушения регуляции сигнального 
пути VEGF/VEGFR показаны как при патогенезе РА, 
так и при развитии сердечно-сосудистых заболеваний 
[9, 22].

Экспрессия генов VEGF, KDR и NRP, а также актив-
ность соответствующих белков могут быть следствием 
полиморфизма кодирующих и некодирующих регионов 
генов. SNPs промоторного региона и 3’-некодирующего 
региона гена влияют на потенциальные регуляторные 
элементы и способствуют вариабельности продукции 
VEGF в тканях и концентрации плазматического за-
паса белка. SNPs, расположенные в экзонах генов KDR 
и NRP, определяют эффективность связывания VEGF 
с его рецепторами. Функция полиморфизма интронов 
на сегодняшний день не полностью ясна. Например, 

в одном из  исследований показано, что некорректное 
полиаденилирование в интронном сайте polyA (PAS), 
которое в норме является неотъемлемой частью про-
цессинга мРНК и необходимо для обеспечения эффек-
тивного экспорта, трансляции и стабильности мРНК-
транскриптов, приводит к образованию укороченных 
зрелых мРНК и изоформам белка. Эти варианты ста-
бильны и хорошо экспрессируются, но поскольку усе-
чение может приводить к тому, что белкам станет не 
хватать необходимых С-концевых доменов, функция 
этих изоформ часто резко отличается от их полнораз-
мерных аналогов. Это очевидно в процессинге транс-
мембранных белков, таких, как рецепторные тирозин-
киназы, где использование восходящей интронной PAS 
может генерировать растворимые изоформы, лишенные 
якорного трансмембранного домена и функции внутри-
клеточной киназы. Такие растворимые изоформы могут 
сохранять связывание лиганда с высокой аффинностью 
и действовать как доминантно-негативные регуляторы 
сигнального пути [23]. Кроме того, интронные SNP мо-
гут способствовать ошибкам сплайсинга, приводя к не-

Таблица 3. Особенности распределения частот генотипов генов VEGF и его рецепторов KDR и NRP2 у пациентов с ревматоид-
ным  артритом (РА) длительностью менее 15 лет в зависимости от уровня сердечно-сосудистого риска (ССР)

Полиморфная позиция Генотип Пациенты
с РА <15 лет 
и высоким 

ССР
n = 44 (%)

Пациенты 
с РА <15 лет
и низким 
ССР

n = 58 (%)

ОШ ОШ 95 % 
ДИ

P_TMF2

KDR 17693:KDR 14011:
VEGF-2578 CC-TC-CA 12 (27,27) 6 (10,53) 3,19 1,09–9,34 0,0372

KDR 17693:KDR 14011:
NRP2 13581:VEGF+936 CC-TC-TT-CC 7 (15,91) 2 (3,51) 5,20 1,02–26,44 0,0388

KDR 17693:KDR 14011:
NRP2 92646:VEGF-2578 CC-TC-GA-CA 9 (20,45) 3 (5,26) 4,63 1,17–18,29 0,0285

KDR 17693:KDR 14011:
NRP2 68279:VEGF-2578 CC-TC-AA-CA 11 (25,00) 5 (8,77) 3,47 1,10–10,88 0,0316

KDR 17693:NRP2 13581:
NRP2 92646:NRP2 68279 CC-GT-GA-AA 11 (25,00) 5 (8,77) 3,47 1,10–10,88 0,0316

KDR 17693:KDR 14011:
NRP2 13581:VEGF-2578: VEGF+936 CC-TC-TT-CA-CC 5 (11,36) 0 (0,00) 8,70 1,01–75,06 0,0137

Таблица 4. Особенности распределения частот генотипов генов VEGF и его рецепторов KDR и NRP2 у пациентов с РА длитель-
ностью менее 15 лет и наличием высокого ССР против группы пациентов с длительным течением РА и низким уровнем ССР

Полиморфная позиция Генотип Пациенты 
с РА 

< 15 лет 
и высоким 

ССР 
n = 44 (%)

Пациенты 
с РА 

≥ 15 лет 
и низким 
ССР

 n = 16 (%)

ОШ ОШ 
95 % 
ДИ

P_TMF2

NRP2 13581 GG 4 (9,09) 5 (31,25) 0,22 0,05–0,96 0,0481
KDR 17693 : NRP2 13581 CT-GG 0 (0,00) 3 (18,75) 0,08 0,01–0,75 0,0164
KDR 14011 : NRP2 68279 CC-AC 0 (0,00) 3 (18,75) 0,08 0,01–0,75 0,0164
NRP2 13581 : NRP2 68279 GG-AA 2 (4,55) 4 (25,00) 0,14 0,02–0,88 0,0384
NRP2 68279 : VEGF-2578 AC-AA 0 (0,00) 3 (18,75) 0,08 0,01–0,75 0,0164
KDR 14011 : NRP2 13581 : NRP2 68279 TT-GG-AA 0 (0,00) 3 (18,75) 0,08 0,01–0,75 0,0164
NRP2 13581 : NRP2 68279:VEGF + 936 GG-AA-CT 0 (0,00) 3 (18,75) 0,08 0,01–0,75 0,0164
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правильному удалению интрона и вызывая изменения 
открытой рамки считывания. Исследования последних 
лет подчеркнули обилие и важность сплайсинговых му-
таций в этиологии наследственных и мультифакторных 
заболеваний [24, 25]. Ассоциированность с патологиями 
на сегодняшний день выявляется для различных поли-
морфных локусов генов [18]. В нашем исследовании мы 
не обнаружили разницы в частотах распределения еди-
ничных генотипов в анализируемых позициях между 
группами пациентов с РА с высоким и низким ССР. 
Только NRP2 13581GG-генотип являлся протективным 
в отношении развития сердечно-сосудистых осложне-
ний при длительном течении РА. Результаты некоторых 
исследований указывают на возможную роль полимор-
физмов rs699947 и rs3025039 регуляторных регионов 
VEGF в развитии сердечно-сосудистых осложнений, но 
преимущественно в азиатских популяциях [26, 27].

Предполагается, что KDR играет важную роль в раз-
витии и формировании сетей кровеносных сосудов. 
Именно после связывания VEGF с VEGFR-2 активизи-
руются ранние каскады передачи сигналов в эндотели-
альных клетках [28]. Обе полиморфные позиции гена 
KDR, проанализированные нами, являются интрон-
ными: KDR rs11133360 – в третьем, KDR rs10020464 – 
в седьмом интроне гена (по данным базы NCBI https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/snp). Значимость полиморфизма 
этих позиций показана для ряда заболеваний, особен-
ностей их течения или эффективности лечения. Некото-
рыми авторами выявлен синергический эффект несколь-
ких полиморфных позиций в гаплотипах или генотипах 
[29–31]. Показана acсоциированность с повреждениями 
коронарных артерий у пациентов с РА для полиморф-
ного сайта rs11133360 гена KDR [32] и негативная кор-
реляция между уровнем экспрессии гена и минорным 
аллелем С в данной полиморфной позиции [30].

Трансмембранный нетирозинкиназный гликопро-
теин NRP-2 принимает участие в различных физиологи-
ческих процессах, в том числе в ангиогенезе [33]. Связь 
с различными патологиями показана для всех анали-
зируемых нами полиморфных позиций гена, из кото-
рых, по данным базы NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/snp, rs16837641 и rs849530 являются интронными, 
а rs849563 расположен в кодирующем регионе гена 
NRP2 и является синонимичной (молчащей) мутацией, 
при которой SNPs не приводят к изменению амино-
кислотной последовательности кодируемого белка, 

что является результатом вырожденности кода (при за-
мене NRP A68279C кодируется Pro 558) [34–36]. Хотя 
большинство синонимичных SNPs не изменяют функ-
цию белков, первичная последовательность и струк-
тура мРНК влияет на аффинность мРНК-связывающих 
факторов и синонимичные кодоны могут влиять на 
формирование вторичной структуры мРНК и характер 
последующих комплексов [37]. На сегодняшний день 
нет понимания основных молекулярных механизмов, 
с помощью которых синонимичные SNPs могут способ-
ствовать развитию заболеваний, однако появляется все 
больше данных, указывающих на связь синонимичных 
мутаций с патологиями [38–41]. 

Несомненно, важными являются и мультивариант-
ные взаимодействия между генами, проанализирован-
ные нами, поскольку сведения о геномных отношениях 
дают основу для большой области сетевых медицинских 
исследований, освещающей многофакторную природу 
болезней. Кроме того, при низком вкладе отдельных ге-
номных изменений именно комплексные генетические 
особенности как на уровне одного гена, так и между 
функционально-интегрированными генами дают более 
полную картину их связи с патогенезом заболевания. 
В последние годы именно сетевые подходы предлага-
ются для изучения как связей между заболеваниями 
человека и отношениями между их эффекторными ге-
нами, так и выявлению общих генетических изменений 
для различных заболеваний [42–44]. 

Заключение
Полученные нами данные являются приоритетными 

в плане представления полиморфизма комплекса VEGF/
VEGFR при РА и в оценке ССР при РА для популяций 
европеоидного происхождения и для пациентов рус-
ской национальности. Кроме того, обращает на себя 
внимание и практически десятикратное превышение 
частоты встречаемости комбинированного генетичес-
кого признака «KDR 14011:NRP2 13581:VEGF-2578» в 
группе пациентов с РА с высоким ССР, что может быть 
использовано в качестве дополнительного критерия 
персонализированного прогноза раннего развития этого 
варианта течения клинически полиморфного РА. Пер-
спективными для дальнейших исследований можно счи-
тать и полученные достоверные данные об увеличении 
распространения ряда комбинированных генетичес-
ких признаков у пациентов с ранним увеличением ССР.
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Резюме
Введение. В настоящее время для модуляции адаптивного иммунного ответа с целью 

коррекции тех или иных заболеваний человека активно разрабатываются клеточные вак-
цины на основе миелоидных дендритных клеток (мДК). Однако об эффективности при-
менения плазмацитоидных дендритных клеток (пДК) в тех же целях все еще мало данных.

Цель исследования – разработка протокола получения пДК мышей с помощью ре-
комбинантного Flt3-L in vitro и описание фенотипических и функциональных свойств 
полученных дендритных клеток (ДК) для решения вопроса о возможности их использо-
вания при создании клеточных вакцин.

Материал и методы. ДК получали путем культивирования клеток костного мозга 
мышей в присутствии Flt3-L. Относительное количество и фенотип ДК оценивали с по-
мощью проточной цитофлуориметрии, а морфологию ДК – с помощью флуоресцентной 
микроскопии. Функциональные свойства ДК изучали по их способности индуцировать 
Трег-клетки и пролиферацию CD4+-лимфоцитов в смешанной культуре лимфоцитов. 
Экспрессию рецептора хемотаксиса ССR9 на ДК оценивали с помощью проточной ци-
тофлуориметрии.

Результаты. Показано, что c помощью Flt3-L из клеток костного мозга мышей воз-
можно in vitro получение культур ДК с относительно высоким содержанием B220+CD11c+-
пДК и Sirpα+CD11c+-мДК. B220+CD11c+-пДК и Sirpα+CD11c+-мДК в полученных культу-
рах отличались морфологией и степенью зрелости. В смешанной культуре лимфоцитов 
полученные in vitro ДК, обладали свойствами незрелых ДК, что проявлялось в их способ-
ности генерировать повышенное количество Трег и вызывать сниженную пролиферацию 
CD4+-лимфоцитов. При стимуляции полученных ДК с помощью CpG ДНК наблюдалось 
их созревание, и снижение способности к индукции Трег и увеличение способности 
к индукции пролиферации CD4+-лимфоцитов, т. е. приобретение иммуногенной функ-
ции. Относительно небольшое количество B220+CD11c+-пДК и Sirpα+CD11c+-мДК несли 
на поверхности рецептор хемотаксиса CCR9, однако количество B220+CD11c+-пДК 
и Sirpα+CD11c+-мДК, несущих CCR9 внутриклеточно, стремилось к 100 %. 

Заключение. Таким образом, с помощью Flt3-L из клеток костного мозга мышей воз-
можно in vitro получение культур B220+CD11c+-пДК и Sirpα+CD11c+-мДК, пригодных 
к применению при разработке клеточных вакцин для подавления нежелательного адап-
тивного иммунного ответа и для индукции желательного.
Ключевые слова: Flt3-L; плазмацитоидные дендритные клетки; миелоидные дендритные клетки; CCR9
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Введение
В настоящее время для коррекции тех или иных за-

болеваний человека ак тивно разрабатываются подходы 
к модуляции адаптивного иммунного ответа с помощью 
дендритных клеток (ДК). Так, ДК предложено исполь-
зовать для индукции противоопухолевого иммунного 
ответа [1, 2], подавления патологического иммунного от-
вета при аутоиммунных заболеваниях [3–5] и супрессии 

трансплантационных реакций, таких как реакция оттор-
жения [6] и реакция «трансплантат против хозяина» [7].

Однако для всех этих целей применяют миелоидные 
ДК (мДК), полученные из моноцитов периферической 
крови человека или костного мозга мышей с помощью 
ГМ-КСФ. При этом свойства и эффективность плазма-
цитоидных ДК (пДК) в тех же моделях остаются мало-
изученными. 

Tereshchenko V.P.1, Bulygin A.S.1, Zavodskii R.Yu.2, Kulikova E.V.1, 
Sennikov S.V.1, 3

Generation of murine dendritic cells in vitro using Flt3-L and 
their characteristics

1  Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Ministry of Science and High Education of Russian 
Federation, 630099, Novosibirsk, Russian Federation

2  Novosibirsk State Medical University of the Ministry of Healthcare of Russian Federation, 630091, Novosibirsk, 
Russian Federation

3 Novosibirsk State University, 630090, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract
Introduction. Currently, cell vaccines based on myeloid dendritic cells (mDCs) are being 

actively developed to modulate an adaptive immune response in order to correct certain human 
diseases. However, there is still little data on the effectiveness of the use of plasmacytoid 
dendritic cells (pDCs) for the same purposes.

Aim of the study. Development of the protocol for in vitro generation of mice pDCs using 
recombinant Flt3-L and description of the phenotypic and functional properties of the obtained 
dendritic cells (DCs) to address the possibility of their use in the development of cell vaccines.

Material and methods. DCs were generated from mouse bone marrow cells using Flt3-L. 
Frequency and phenotype of the DCs were assessed by fl ow cytometry. DC’s morphology was 
assessed using fl uorescent microscopy. Treg frequency and CD4+-lymphocytes proliferation 
induced by DCs were assessed in mixed lymphocyte culture. The expression of CCR9 on DCs 
was assessed using fl ow cytometry.

Results. It was shown that the use of Flt3-L provides in vitro generation of bone marrow-
derived cultures with a relatively high content of B220+CD11c+-pDCs and Sirpα+CD11c+-
mDCs. The B220+CD11c+-pDCs and the Sirpα+CD11c+-mDCs obtained differed in morphology 
and degree of maturity. In a mixed lymphocytes culture, the dendritic cells were able to 
generate an increased amount of Treg and cause a reduced proliferation of CD4+-lymphocytes, 
thus manifesting an immature phenotype. Further maturation of the DCs via CpG DNA 
stimulation led to an increased immunogenicity, according the Treg reduction and enhanced 
CD4+-lymphocytes proliferation in mixed lymphocytes culture. We found that a relatively 
small number of B220+CD11c+-pDCs and Sirpα+CD11c+-mDCs carried the CCR9 chemotaxis 
receptor on their surface, however, the number of B220+CD11c+-pDCs and the Sirpα+CD11c+-
mDCs carrying intracellular CCR9 tended to 100 %. Thus, the use of Flt3-L provides the 
opportunity of in vitro generation of B220+CD11c+ pDCs and Sirpα+CD11c+-mDCs that can 
be useful in the fi eld of cell vaccine development to direct an adaptive immune response 
decreasing undesirable immune reactions or increasing desirable.
Keywords: Flt3-L; plasmacytoid dendritic cells; myeloid dendritic cells; CCR9
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Применение пДК может быть особенно целесо-
образно при необходимости индукции иммунной то-
лерантности, т. е. подавления нежелательного иммун-
ного ответа, поскольку показано активное участие 
незрелых B220+CD11c+-пДК в негативной селекции 
тимоцитов и поддержании центральной иммунной то-
лерантности. Так, незрелые B220+CD11c+-пДК захваты-
вают в периферических тканях собственные антигены 
и под действием сигналов рецептора хемотаксиса 
CCR9 мигрируют в тимус, где, представляя захвачен-
ные антигены развивающимся тимоцитам, обеспечи-
вают процесс негативной селекции и поддержание 
центральной иммунной толерантности к собственным 
антигенам [8].

B220+CD11c+-пДК могут быть получены с помо-
щью Flt3-L – фактора роста ДК. In vivo получение пДК 
осуществляется с помощью введения лабораторным 
животным клеточной линии, экспрессирующей Flt3-L, 
и последующего выделения B220+CD11c+-пДК из лим-
фоидных органов животного [9–12]. Данный метод по-
зволяет генерировать in vivo незрелые пДК с фенотипом, 
не отличающимся от фенотипа пДК, полученных в фи-
зиологичных условиях [9]. Однако в результате данного 
способа получают относительно небольшие количества 
B220+CD11c+-пДК (около 15 % от всех CD11c+-ДК, при-

сутствующих в лимфоидных органах [11]), чего может 
быть недостаточно для реализации клеточных техноло-
гий модуляции иммунного ответа. Более того, данный 
способ – введение реципиенту Flt3-L-продуцирующих 
клеточных линий – не может быть применен для чело-
века при трансляции подобных технологий в клиничес-
кую практику.

Альтернативой является генерация B220+CD11c+-
пДК с помощью рекомбинантного Flt3-L in vitro. Так, 
B220+CD11c+-пДК получают при культивировании от-
сортированных предшественников ДК [13, 14] или 
костного мозга мышей [15, 16] в присутствии различ-
ных доз рекомбинантного Flt3-L. Однако функциональ-
ные и фенотипические свойства генерируемых in vitro 
B220+CD11c+-пДК, а также экспрессия ими CCR9, отра-
жающего способность клеток мигрировать к источнику 
его лиганда CCL25 (например, в тимус) [9, 17], слабо 
охарактеризованы.

Таким образом, для решения вопроса о возможности 
использования B220+CD11c+-пДК, индуцированных in vit-
ro с помощью рекомбинантного Flt3-L, для модуляции 
иммунного ответа требуется отработать протокол полу-
чения достаточного количества ДК и охарактеризовать 
фенотипические и функциональные свойства получае-
мых ДК, что и стало целью данного исследования.

Рис. 1. Культуры дендритных клеток (ДК) на 5, 7 или 9-е сутки, полученные с помощью 100 или 200 нг/мл Flt3-L
А – абсолютное количество получаемых клеток при посадке 106 клеток костного мозга (КМ); Б – относительное количество 
полученных CD11c+-ДК в культуре; В – относительное количество полученных B220+CD11c+-пДК в культуре; Г – относительное 
количество полученных Sirpα+CD11c+-мДК в культуре; n = 6. Здесь и на рис. 4, 5 скобками указаны статистически значимые от-
личия (двухфакторный дисперсионный анализ с множественными сравнениями Тьюки, p ≤ 0,05).
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Материал и методы
Лабораторные животные. В исследовании исполь-

зовали самцов мышей С57BL/6 и BALB/c в возрасте 
2–6 мес. Мышей содержали в виварии ФГБНУ НИИФКИ 
Минобрнауки России в условиях естественного освеще-
ния и неограниченного доступа к еде и воде. 

Получение культур дендритных клеток. Клетки 
костного мозга выделяли из бедренных костей мышей 
С57Bl/6 промыванием костномозгового канала фос-
фатно-солевым буферным раствором (ФСБ). Далее 
клетки центрифугировали 7 мин при 1500 об/мин, су-
пернатант удаляли и клетки ресуспендировали в полной 
среде RPMI-1640. Клетки высаживали в 24-луночный 
планшет (TPP, Швейцария) по 1 × 106 клеток на лунку 
в 1 мл полной среде RPMI-1640. В лунки добавляли 
Flt3-L (R&D systems, США) в концентрации 100 нг/мл 
или 200 нг/мл. Половину среды с фактором роста 
меняли каждые 2–3 сут. Культуры снимали на 5, 7 

и 9-е сутки для цитометрического анализа. В экспе-
риментах по анализу фенотипа ДК после созревания, 
а также в экспериментах смешанной культуры лимфо-
цитов на последние сутки культивирования к дендрит-
ным клеткам добавляли 2 мкг/мл липополисахарида 
(ЛПС) O55:B5 (Sigma, США) или 6 мкг/мл CpG ODN 
1826 ДНК (Invivogen, CША).

Смешанная культура лимфоцитов. Смешанную 
культуру лимфоцитов получали путем сокультивиро-
вания ДК мышей С57BL/6 c CD4+-лимфоцитами мы-
шей BALB/c. ДК мышей C57Bl/6 получали с помощью 
культивирования клеток костного мозга в течение 7 сут 
в присутствии 100 нг/мл Flt3-L c или без добавления 
ЛПС или CpG ДНК на последние сутки культивирова-
ния. CD4+-лимфоциты мышей BALB/c получали путем 
магнитной сортировки спленоцитов мышей BALB/c 
с помощью коммерческого набора CD4 MicroBeads 
mouse (Miltenyi Biotec, США). Чистота сортировки 
составляла 98–99 %. Половину полученных CD4+-

Рис. 2. Содержание B220+CD11c+-пДК и Sirpα+CD11c+-мДК в костном мозге мышей и культурах дендритных клеток (ДК), полу-
ченных с помощью Flt3-L за 7 сут
А – относительные количества ДК в костном мозге (0d) и культурах, полученных с помощью Flt3-L за 7 сут, n = 6. Скобками 
указаны достоверные отличия (t-тест, p ≤ 0,05); Б – пример цитофлуориметрии ДК костного мозга; В – пример цитофлуориме-
трии ДК, полученных с помощью Flt3-L к 7-м суткам.
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лимфоцитов метили витальным красителем CFSE путем 
инкубирования 10–12 млн клеток в 1 мл ФСБ с 5,6 мкг 
CFSE в течение 10–15 мин c последующей 2-кратной 
отмывкой в ФСБ с 50 % FCS. ДК мышей C57Bl/6 со-
культивировали с CD4+-лимфоцитами мышей BALB/c 
в соотношении 1:10 в течении 5 сут со сменой ½ объ-
ема среды на 3-и сутки культивирования. Через 5 сут 
сокультивирования в полученных культурах методом 
проточной цитометрии оценивали относительное коли-
чество CD3+CD4+CD25highFoxP3+-Tрег и уровень проли-
ферации CFSE-меченых CD4+-лимфоцитов. 

Цитометрия. Для цитометрического анализа куль-
туры ДК снимали на 5, 7, 9-е сутки культивирования 
и разводили в концентрации 0,5 млн клеток на 100 мкл 
полной среды RPMI-1640. Клеточные суспензии метили 
антителами, коньюгированными с флуорохромами: 
CD11c – Pe/Сy7; B220 – BV510, Sirpα – PercP/Cy5.5; 
PDCA-1 – BV421; CCR9 – PE; I-A(b) – APC; CD83 – 
FITC; CD86 – APC/Cy7 (Biolegend, США), 20 мин 
в темноте при комнатной температуре. Внутриклеточ-
ное мечение CCR9 проводили с помощью антитела 
антиССR9-PE (Biolegend, США) и коммерческого на-
бора для фиксации и пермеабилизации True-Nuclear™ 
Transcription Factor Staining (Biolegend, США) согласно 
инструкции производителя. Меченые суспензии клеток 
отмывали однократно в 2 мл ФСБ с NaN3 и анализиро-
вали на проточном цитометре BD FacsVerse (BD, США).

Для оценки относительного количества FoxP3+-Tрег-
клеток в смешанной культуре лимфоцитов 0,5 млн кле-
ток полученных культур разводили в 100 мкл полной 
среды RPMI-1640 и метили антителами к поверхност-
ным антигенам CD3 – BV421, CD4 – PerCP, CD25 – 
FITC (Biolegend, США). Мечение внутриядерного 
транскрипционного фактора FoxP3 проводили с по-
мощью антитела анти-FoxP3-PE (Biolegend, США) 
и коммерческого набора для фиксации и пермеабилиза-
ции True-Nuclear™ Transcription Factor Staining (Biole-
gend, США), согласно инструкции производителя.

Пролиферацию в смешанной культуре лимфоцитов 
оценивали методом проточной цитометрии по уменьше-
нию флуоресценции CFSE в делящихся клетках.

Флуоресцентная микроскопия. Для флуоресцент-
ной микроскопии культуры ДК снимали и метили анти-
телами анти-B220-BV510, анти-Sirpα-PercP/Cy5.5 (Bio-
legend, США) 20 мин в темноте. Далее клетки отмывали 
в растворе ФСБ и высаживали в 24-луночные пластико-
вые планшеты (TPP, Швейцария). Через 4 ч выполняли 
флуоресцентную микроскопию на аппарате InCell Ana-
lyzer 6000 (GE, США).

Статистическую обработку данных проводили с ис-
пользованием программы Prism 7.0 (GraphPad Software, 
США). Согласно тесту Шапиро–Уилка, все исследован-
ные выборки имели нормальное распределение. Значи-
мость различий между выборками оценивали с помощью 
однофакторного или двухфакторного дисперсионного 
анализа с множественными сравнениями по Сидаку или 
Тьюки и t-тестом (конкретный статистический метод 
указан в подписях к рисункам). Различия сравниваемых 
параметров считались статистически значимыми при 
p ≤ 0,05. Значимые отличия проиллюстрированы на ри-
сунках скобками. Данные на гистограммах показывают 
среднюю и стандартное отклонение.

Результаты

Количество дендритных клеток, получаемых in vitro 
с помощью Flt3-L

Согласно данным литературы, для получения 
B220+CD11c+-пДК in vitro применяется культивирование 
предшественников ДК, отсортированных из костного 
мозга мышей, в присутствии 100 нг/мл Flt3-L в течение 
6–9 сут [13, 14]. Также для получения B220+CD11c+-
пДК возможно культивирование клеток костного 
мозга мышей в присутствии 200 нг/мл Flt3-L в течение 
7–9 сут [15, 16]. Поэтому для генерации B220+CD11c+-
пДК было решено опробовать протоколы культивиро-
вания клеток костного мозга мышей C57Bl/6 в течение 
5, 7, 9 дней в присутствии 100 или 200 нг/мл Flt3-L.

Абсолютное количество клеток, генерируемых 
в культурах под действием 100 и 200 нг/мл Flt3-L, ока-
залось значимо больше на 7 и 9-е сутки по сравнению 
с 5-ми сутками (рис. 1А). Также на 7 и 9-е сутки в куль-

Рис. 3. Микроскопия культур дендритных клеток (ДК), полученных с помощью Flt3-L
А – микроскопия в проходящем свете; Б – флуоресцентная микроскопия того же фрагмента; зеленым цветом выделены пДК, 
меченые анти-B220-BV510; красным – мДК, меченые анти-Sirpα-PerCP/Cy5.5. ×20.

А Б
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турах наблюдалось значимо большее относительное 
количество CD11c+-ДК и B220+CD11c+-пДК по сравне-
нию с 5-ми сутками (рис. 1Б, В). Под действием Flt3-L 
в культурах также наблюдалась генерация Sirpα +CD11c+-
мДК в количествах, сопоставимых с количеством 
B220+CD11c+-пДК (рис. 1Г). 

Две выбранные дозы Flt3-L не отличались значимо 
в своей способности генерировать изучаемые виды ДК 
в культурах. Также количества всех изучаемых видов 
ДК значимо не отличались на 7 и 9-е сутки культивиро-
вания при использовании обеих выбранных доз Flt3-L 
(см. рис. 1).

Для определения целесообразности генерации 
B220+CD11c+-пДК in vitro с помощью Flt3-L было изу-
чено количество ДК в костном мозге мышей сразу после 
его выделения. Относительные количества CD11c+-ДК, 
B220+CD11c+-пДК и Sirpα+CD11c+-мДК в костном мозге 
оказались значимо меньшими по сравнению с относи-
тельными количествами аналогичных ДК, генерируе-
мых in vitro с помощью Flt3-L к 7-м суткам (рис. 2А). 
Пример цитофлуориметрии ДК костного мозга и куль-
тур ДК, полученных с помощью Flt3-L представлен на 
рис. 2 (Б, В).

Морфология и фенотип дендритных клеток, 
полученных in vitro с помощью Flt3-L

Морфологически B220+CD11c+-пДК имели округ-
лую или неправильную округлую форму с единичными 

мелкими отростками (рис. 3). Sirpα+CD11c+-мДК явля-
лись более крупными клетками с фибробластоподобной 
морфологией (см. рис. 3).

Относительные количества B220+CD11c+-пДК 
и Sirpα+CD11c+-мДК, экспрессирующих на своей по-
верхности I-Ab (MHC II), CD83 и CD86, увеличивались 
с возрастанием сроков культивирования (рис. 4А–В). 
При этом экспрессия данных молекул обнаруживалась 
на значимо большем количестве Sirpα+CD11c+-мДК по 
сравнению с B220+CD11c+-пДК на всех исследуемых 
сроках культивирования. Экспрессия специфичного 
для пДК маркера PDCA-1 наблюдалась на большинстве 
B220+CD11c+-пДК и Sirpα+CD11c+-мДК на всех иссле-
дуемых сроках культивирования (рис. 4Г). Описанная 
картина наблюдалась при использовании обеих выбран-
ных доз Flt3-L. При этом фенотип ДК, полученных с по-
мощью 100 и 200 нг/мл Flt3-L, значимо не отличался.

По сравнению с ДК, полученными в культурах, 
значимо меньшее количество B220+CD11c+-пДК 
и Sirpα+CD11c+-мДК костного мозга экспрессировали 
I-Ab (MHC II) (рис. 5). Также относительное количе-
ство PDCA-1+Sirpα+CD11c+-мДК костного мозга оказа-
лось значительно ниже по сравнению с относительным 
количеством PDCA-1+B220+CD11c+-пДК костного мозга 
и PDCA-1+Sirpα+CD11c+-мДК, полученных в культурах 
(см. рис. 5). 

При стимуляции полученных культур ДК ЛПС или 
CpG ДНК значимо увеличивалось относительное ко-

Рис. 4. Фенотип B220+CD11c+-пДК и Sirpα+CD11c+-мДК, полученных in vitro с помощью 100 нг/мл Flt3-L
Относительное количество клеток, несущих: I-Ab (MHC II) (А), CD83 (Б), CD86 (В); PDCA-1 (Г); n = 6.
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личество B220+CD11c+-пДК и Sirpα+CD11c+-мДК экс-
прессирующих CD83 и СD86, при этом относительное 
количество I-Ab+Sirpα+CD11c+-мДК значимо снижалось 
(см. рис. 5). Аналогичный характер ответа на стимуля-
цию демонстрировали и ДК костного мозга. Н о также 
при стимуляции ДК костного мозга ЛПС или CpG ДНК 
происходило значимое увеличение относительного коли-
чества I-Ab+B220+CD11c+-пДК и PDCA-1+Sirpα+CD11c+ -
мДК и снижение PDCA-1+ B220+CD11c+-пДК (см. рис. 5).

Функциональные свойства дендритных клеток, 
полученных in vitro с помощью Flt3-L

В смешанной культуре лимфоцитов ДК, полученные 
за 7 сут с помощью 100 нг/мл Flt3-L, вызывали гене-
рацию значимо большего количества СD25highFoxP3+-
Трег и значимо меньшего количества пролифериру-
ющих CD4+-лимфоцитов по сравнению с культурами 
ДК, стимулированными CpG ДНК и по сравнению 
с количествами аналогичных клеток, присутствующих 
в CD4+-лимфоцитах, нестимулированных ДК  (рис. 6). 
При этом нестимулированные культуры ДК и культуры, 
стимулированные ЛПС, не отличались значимо в своей 
способности генерировать Трег и индуцировать проли-
ферацию CD4+-лимфоцитов.

Характеристика экспрессии CCR9 на дендритных 
клетках костного мозга и дендритных клетках, 
полученных in vitro с помощью Flt3-L

Относительно небольшое количество B220+CD11c+-
пДК и Sirpα+CD11c+-мДК свежевыделенного кост-
ного мозга и полученных 7-дневных культур имели 
на своей поверхности CCR9 (рис. 7А). Также средняя 
геометрическая интенсивности флуоресценции ССR9, 

меченного антителом, на данных клетках принимала 
относительно низкие значения (рис. 7Б). Однако было 
отмечено, что через сутки после забора костного мозга 
в культурах значимо увеличивалось относительное ко-
личество B220+CD11c+-пДК и Sirpα+CD11c+-мДК, несу-
щих на своей поверхности CCR9. При этом количество 
ССR9+B220+CD11c+-пДК на 1-е сутки культивирования 
оказалось значимо больше по сравнению с количеством 
ССR9+ Sirpα+CD11c+-мДК (рис. 7А). Средняя геометри-
ческая интенсивности флуоресценции ССR9, меченного 
антителом, проявляла аналогичный характер изменений 
на 1-е сутки культивирования (рис. 7Б). Пример цито-
метрии поверхностного CCR9 на B220+CD11c+-пДК 
и Sirpα+CD11c+-мДК на 0, 1 и 7-е сутки культивирования 
приведен на рис. 7 (В–Д).

Также было выявлено, что на всех сроках культиви-
рования СCR9 локализуется преимущественно внут-
риклеточно, что проявлялось в относительно высоком 
количестве B220+CD11c+-пДК и Sirpα+CD11c+-мДК, по-
зитивных по ССR9 при внутриклеточном окрашивании, 
а также в относительно высоких значениях средней 
геометрической интенсивности флуоресценции ССR9, 
меченого внутриклеточно (рис. 8А, Б). При этом коли-
чество Sirpα+CD11c+-мДК, несущих CCR9 внутрикле-
точно, а также средняя геометрическая интенсивно-
сти флуоресценции CCR9, меченого внутриклеточно, 
в Sirpα+CD11c+-мДК возрастали с увеличением сроков 
культивирования. Количество B220+CD11c+-пДК, несу-
щих CCR9 внутриклеточно, на всех исследуемых сроках 
стремилось к 100%. Средняя геометрическая интенсив-
ности флуоресценции внутриклеточно меченого CCR9 
в B220+CD11c+-пДК на 1 и 7-е сутки культивирования 

Рис. 5. Фенотип B220+CD11c+-пДК и Sirpα+CD11c+-мДК костного мозга (0-й день) и полученных культур (7-й день), нестимули-
рованных или стимулированных липополисахаридом (ЛПС) или CpG ДНК, n = 6
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достигала максимальных из наблюдаемых во всем экс-
перименте значений (рис. 8А, Б). Примеры цитометрии 
внутриклеточно локализованного CCR9 приведены на 
рис. 8В–Д.

Добавление к свежевыделенным клеткам костного 
мозга ССL25 – лиганда CCR9 – в дозировках 20, 40, 80, 
160 нг/мл значимо не влияло на относительное количе-
ство B220+CD11c+-пДК и Sirpα+CD11c+-мДК, несущих 
CCR9 поверхностно и внутриклеточно после 1-х суток 
культивирования, и на среднюю геометрическую ин-
тенсивности флуоресценции CCR9, меченого поверх-
ностно и  внутриклеточно (рис. 9).

Обсуждение
В настоящем исследовании был отработан прото-

кол получения B220+CD11c+-пДК с помощью Flt3-L in 
vitro, а также проведена фенотипическая и функцио-
нальная характеристика полученных клеток для реше-
ния вопроса о возможности их использования при раз-
работке клеточных технологий модуляции иммунного 
ответа.

Результаты показали, что культивирование кле-
ток костного мозга мышей в присутствии Flt3-L 
в течение 7 сут приводит к почти двукратному увели-
чению абсолютного количества клеток в культурах 
(см. рис. 1А). При этом около 25 % из всех получен-
ных клеток в культурах составляли B220+CD11c+-пДК 
(см. рис. 1В), что больше, чем относительное количество 
B220+CD11c+-пДК, присутствующее в лимфоидных ор-
ганах мышей, стимулированных Flt3-L-продуцирующей 
клеточной линией (15 %) [11] и больше, чем относитель-
ное количество B220+CD11c+-пДК, присутствующее 
в костном мозге мышей в физиологических условиях 
(см. рис. 2А). 

В присутствии Flt3-L к 7-м суткам в культурах кле-
ток костного мозга также генерировалось значимое 
количество (около 20 % от общего количества клеток 
в культурах, см. рис. 1Г) Sirpα+CD11c+-мДК. Поскольку 
мДК в современных исследованиях генерируют в ос-

новном с помощью ГМ-КСФ [1–7] и, таким образом, 
свойства мДК, полученных in vitro с помощью Flt3-L, 
также слабо изучены, полученные Sirpα+CD11c+-мДК 
были включены в дальнейший анализ.

Используемые в проведенном исследовании дозы 
Flt3-L в 100 и 200 нг/мл не отличались значимо в своей 
способности генерировать какой-либо вид ДК в куль-
турах клеток костного мозга (см. рис. 1), что позволяет 
снизить предложенную в некоторых источниках литера-
туры дозу Flt3-L в 200 нг/мл [15, 16] для генерации ДК 
из клеток костного мозга.

B220+CD11c+-пДК и Sirpα+CD11c+-мДК, полученные 
с помощью Flt3-L, обладали различной морфологией. 
Так, B220+CD11c+-пДК имели круглую или неправиль-
ную округлую форму с единичными мелкими дендрит-
ными отростками, в то время как Sirpα+CD11c+-мДК 
являлись более крупным фибробластоподобными клет-
ками (см. рис. 3).

Как показал анализ экспрессии MHC II (I-Ab), мар-
кера зрелости СD83 и костимуляторной молекулы 
CD86, B220+CD11c+-пДК и Sirpα+CD11c+-мДК увели-
чивали степень зрелости с возрастанием сроков куль-
тивирования (см. рис. 4А–В). При этом Sirpα+CD11c+-
мДК обладали более зрелым фенотипом по сравнению 
с B220+CD11c+-пДК на всех сроках культивирования 
(см. рис. 4А–В). Использование 100 или 200 нг/мл 
Flt3-L значимо не влияло на фенотип B220+CD11c+-пДК 
и Sirpα+CD11c+-мДК в культурах. Экспрессия MHC II 
(I-Ab) на B220+CD11c+-пДК и Sirpα+CD11c+-мДК све-
жевыделенного костного мозга оказалась значимо 
меньше по сравнению с экспрессией данных молекул 
на B220+CD11c+-пДК и Sirpα+CD11c+-мДК, полученных 
in vitro c помощью Flt3-L к 7-м суткам (см. рис. 5), 
что может говорить о более зрелом фенотипе ДК, по-
лученных в культурах. Однако при стимулировании 
культур ДК ЛПС или CpG ДНК B220+CD11c+-пДК 
и Sirpα+CD11c+-мДК приобретали еще более зрелый 
фенотип путем увеличения доли клеток, несущих CD83 
и CD86 (см. рис. 5).

Рис. 6. Генерация СD25highFoxP3+-Трег (А) и пролиферация CD4+-лимфоцитов (Б) в смешанных культурах CD4+-лимфоцитов мы-
шей BALB/c и дендритных клеток (ДК) мышей С57Bl/6, полученных с помощью Flt3-L
ЛПС – липополисахарид. Скобками указаны статистически значимые отличия (однофакторный дисперсионный анализ с множе-
ственными сравнениями Тьюки, p ≤ 0,05), n = 6.
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Согласно данным литературы, пДК специализиру-
ются на противовирусном иммунном ответе, в большом 
количестве несут TLR7 и TLR9 и отвечают созрева-
нием на агонист данных рецепторов – CpG ДНК [18], 
а мДК, несущие преимущественно TLR2 и TLR4, от-
вечают созреванием на их агонист – ЛПС [19]. Однако 
в нашем исследовании B220+CD11c+-пДК и Sirpα+CD11c+-
мДК, полученные с помощью Flt3-L, созревали под дей-
ствием как CpG ДНК, так и ЛПС. Но аналогичный ответ 
на стимуляцию CpG ДНК или ЛПС демонстрировали 
и B220+CD11c+-пДК, и Sirpα+CD11c+-мДК свежевыде-
ленного костного мозга (см. рис. 5). 

Несмотря на более зрелый фенотип по сравне-
нию с ДК костного мозга, ДК, полученные in vitro 
с помощью Flt3-L, вызывали повышенную индукцию 
CD4+CD25highFoxP3+-Tрег и сниженную пролиферацию 

CD4+-лимфоцитов в смешанной культуре лимфоцитов по 
сравнению с ДК, стимулированными CpG ДНК (см. рис. 6), 
что говорило о выполнении полученными ДК функций 
незрелых ДК [3, 19] и их созревании и приобретении ими 
иммуногенной функции при стимуляции CpG ДНК.

Интересно, что культуры ДК, стимулированные ЛПС, 
значимо не отличались в своей способности индуцировать 
CD4+CD25highFoxP3+-Трег и пролиферацию CD4+ лимфо-
цитов от нестимулированных ДК (см. рис. 6), что может 
говорить о преобладании функциональных свойств пДК 
в культурах ДК, полученных in vitro с помощью Flt3-L, 
несмотря на фенотипические признаки созревания ДК 
в культурах под действием ЛПС. Также о преобладании 
плазмацитоидного фенотипа ДК в культурах, получен-
ных с помощью Flt3-L, говорило то, что большое количе-
ство Sirpα+CD11c+-мДК в таких культурах несли PDCA-1 

Рис. 7. Относительное количество B220+CD11c+-пДК и Sirpα+CD11c+-мДК, несущих поверхностный CCR9 (А) и средняя геомет-
рическая интенсивности флуоресценции поверхностно меченого CCR9 на B220+CD11c+-пДК и Sirpα+CD11c+-мДК (Б) 
Скобками указаны статистически значимые отличия (сравнения между видами ДК выполнены двухфакторным дисперсионным 
анализом с множественными сравнениями Сидака, сравнения между сутками культивирования выполнены двухфакторным дис-
персионным анализом с множественными сравнениями Тьюки; p ≤ 0,05); В–Д – примеры цитометрии CCR9 на B220+CD11c+-пДК 
и Sirpα+CD11c+-мДК на 0, 1, 7-е сутки, соответственно; n = 6.
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(см. рис. 4) – специфичный маркер пДК, основной функ-
цией которого является участие в противовирусном им-
мунном ответе [15, 16]. При этом значимо меньшее ко-
личество Sirpα+CD11c+-мДК свежевыделенного костного 
мозга имели PDCA-1 на своей поверхности по сравнению 
c Sirpα+CD11c+-мДК, полученных c помощью Flt3-L, и по 
сравнению с B220+CD11c+-пДК свежевыделенного кост-
ного мозга (см. рис. 5).

Относительно небольшое количество B220+CD11c+-
пДК и Sirpα+CD11c+-мДК свежевыделенного костного 
мозга и культур, полученных за 7 сут с помощью Flt3-L, 
имело на своей поверхности относительно невысо-
кий уровень CCR9 (см. рис. 7А–В, Д). Однако было 
отмечено, что через сутки после экстракции костного 
мозга в культурах значимо увеличивалось количество 
B220+CD11c+-пДК и Sirpα+CD11c+-мДК, несущих на 

своей поверхности CCR9 (см. рис. 7А, Г). В литературе 
также было показано, что количество B220+CD11c+-
пДК, несущих поверхностный CCR9, увеличивается 
на 2-е и 3-и сутки в культуре [12]. Возможным объ-
яснением данному явлению служит то, что, являясь 
рецептором гомеостатического хемокина ССL25, 
т. е. рецептором, находящимся под постоянным воз-
действием своего лиганда в организме [21], а также 
принадлежащим к семейству рецепторов, связанных 
с G-белками, одним из механизмов регуляции которых 
является интернализация в клетку после связывания 
с лигандом [22], CCR9 в клетках организма локализу-
ется преимущественно внутриклеточно [23]. При выде-
лении клеток из организма и потере CCL25-сигналинга 
CCR9 может выводиться на поверхность клетки. 
В нашем исследовании также подтвердилась пре-

Рис. 8. Относительное количество B220+CD11c+-пДК и Sirpα+CD11c+-мДК, несущих внутриклеточный CCR9 (А) и геометриче-
ская средняя интенсивности флуоресценции внутриклеточно меченого CCR9 на B220+CD11c+-пДК и Sirpα+CD11c+-мДК (Б)
Скобками указаны статистически значимые отличия (сравнения между видами ДК выполнены двухфакторным дисперсионным 
анализом с множественными сравнениями Сидака, сравнения между сутками культивирования выполнены двухфакторным дис-
персионным анализом с множественными сравнениями Тьюки, p ≤ 0,05). В–Д – примеры цитометрии CCR9 на B220+CD11c+-пДК 
и Sirpα+CD11c+-мДК на 0, 1, 7-е сутки, соответственно; n = 6.
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■ Литература 

имущественная внутриклеточная локализация CCR9 
в B220+CD11c+-пДК и Sirpα+CD11c+-мДК на всех сро-
ках культивирования (см. рис. 8). Однако добавление 
к свежевыделенным клеткам костного мозга различных 
доз ССL25 значимо не влияло на поверхностное и вну-
триклеточное содержание CCR9 в B220+CD11c+-пДК 
и Sirpα+CD11c+-мДК после первых суток культи-
вирования (см. рис. 9). Также B220+CD11c+-пДК и 
Sirpα+CD11c+-мДК, полученные с помощью Flt3-L в те-
чение 7 сут без воздействия CCL25, несли CCR9 пре-
имущественно внутриклеточно, а не поверхностно, что 
может говорить о более сложной регуляции локализа-
ции CCR9 в клетке, требующей дальнейшего изучения. 

Поскольку интенсивность миграции клеток к ис-
точнику CCL25 не коррелирует с количеством клеток, 
несущих CCR9 на поверхности [17], и не все клетки, 
мигрировавшие под действием CCL25, несут CCR9 на 
своей поверхности [23], но в подавляющем большин-
стве клеток, способных к миграции, обнаруживался 
высокий уровень внутриклеточного CCR9 [23], то по-
лученные в данном исследовании с помощью Flt3-L 
B220+CD11c+-пДК и Sirpα+CD11c+-мДК, несущие CCR9 
преимущественно внутриклеточно, могут быть предло-
жены для изучения их способности к миграции в тимус 
и индукции центральной иммунной толерантности.

Заключение
Таким образом, с помощью Flt3-L из клеток кост-

ного мозга мышей возможно получение относительно 
больших количеств B220+CD11c+-пДК и Sirpα+CD11c+-
мДК. При этом получаемые B220+CD11c+-пДК 
и Sirpα+CD11c+-мДК обладают функциональными 
свойствами незрелых ДК и высоким внутриклеточ-
ным содержанием CCR9, что делает целесообразным 
дальнейшее изучение их способности к индукции им-
мунологической толерантности и подавлению неже-
лательного иммунного ответа.  Также при стимуляции 
ДК, полученных с помощью Flt3-L in vitro, CpG ДНК, 
возможно изменение их функций с толерогенной на 
иммуногенную для использования данных клеток с 
целью индукции желаемого адаптивного иммунного 
ответа.
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Резюме
Введение. Стандартные методы и препараты для лечения острого гнойного риноси-

нусита (ОГРС) не обладают иммуномодулирующей активностью, что не способствует 
развитию быстрой динамики завершения воспалительного процесса и купирования ос-
новных симптомов заболевания. β-D-глюканы грибного происхождения обладают про-
тивовоспалительной и иммуномодулирующей активностью. Однако применение этих 
биополимеров для лечения ОГРС изучено недостаточно. 

Цель работы – оценка распределения концентраций функциональной пары цитоки-
нов ИЛ-1Ra и ИЛ-1β в назальных секретах пациентов с ОГРС на фоне применения анти-
биотиков в сочетании с β-D-глюканами. 

Материал и методы. Пациенты были распределены на четыре группы. 1-я группа  
состояла из 32 практически здоровых людей, 2-я группа  – из 24 пациентов с ОГРС до 
лечения, 3-я группа – из 22 пациентов с ОГРС, которые получали стандартную терапию, 
включающую внутримышечное введение антибиотика и пункции верхнечелюстных па-
зух, 4-я группа – из 24 пациентов, которые наряду со стандартной терапией получали 
β-D-глюканы. Общая продолжительность терапии – 10 дней. Определение концентрации 
ИЛ-1Ra и ИЛ-1β проводили в назальных секретах методом твердофазного иммунофер-
ментного анализа.

Результаты. Установлено, что качественная визуальная оценка смещения проекции 
концентраций указанных цитокинов демонстрирует их позитивные изменения, так как 
к 10-му дню лечения в группе пациентов, получавших комбинированную терапию, об-
ласть проекции их концентраций приближается к области проекции цитокинов группы 
здоровых людей. Стандартная терапия такого эффекта не дает, так как оказывает мини-
мальное влияние на локальные изменения концентраций этих цитокинов.

Заключение. Дополнение стандартной схемы лечения ОГРС препаратом, содержа-
щим иммуномодулирующий компонент – β-D-глюканы, является целесообразным.
Ключевые слова: β-D-глюканы; острый риносинусит; цитокины; ИЛ-1β; ИЛ-1Ra; иммунокорригирующая 
терапия
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Введение
Острый гнойный риносинусит (ОГРС) представляет 

собой воспаление слизистой оболочки носа и около-
носовых пазух и сопровождается затруднением носового 
дыхания, слизисто-гнойными выделениями из носа, 
болями в области околоносовых пазух, нарушением 
обоняния [1, 2]. Воздействие возбудителей острых рес-
пираторных вирусных инфекций (ОРВИ) на слизистую 
оболочку верхних дыхательных путей (ВДП) вызывает 
нарушение ее барьерной функции, что активирует раз-

личные компоненты мукозального иммунитета (рецеп-
торы врожденного иммунитета, антимикробные пеп-
тиды, систему комплемента, цитокины, дендритные 
клетки и т. д.) и проявляется развитием локального вос-
палительного процесса. Однако естественная активация 
иммунных реакций может оказаться недостаточной, что 
приведет к снижению адекватного иммунного ответа 
и элиминации патогена. Индуцированная активация им-
мунитета в сочетании со средствами симптоматической 
или этиотропной направленности может усиливать про-

Bezrukova E.V.1, Vorobeychikov E.V.2, Konusova V.G.2, Paschinin A.N.1, 
Simbirtsev A.S.3

Evaluation of cytokines IL-1β and IL-1Ra concentration 
in nasal secretion in patients with acute purulent 
rhinosinusitis during immune therapy of β-D-glucans
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2  Limited Liability Company «Polifarm», 197101, St. Petersburg, Russian Federation
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Abstract
Introduction. Standard methods and medicines for treatment of acute purulent rhinosinus-

itis (APRS) do not possess immunomodulating activity that does not promote development 
of fast dynamics of the end of infl ammatory process and knocking over of the basic symptoms 
of disease. The β-D-glucans mushrooms origin have anti-infl ammatory and immunomodulat-
ing activity. However, application of these biopolymers for treatment APRS is studied insuf-
fi ciently. 

The aim of the study – an assessment of a distribution of functional pair of cytokines 
IL-1Ra and IL-1β concentrations in nasal secrets in patients with APRS against application 
of antibiotics in a combination with β-D-glucans. 

Material and methods. Patients have been divided into  4 independent groups. Group 1 
consisted of 32 healthy ones. Group 2 consisted of 24 patients with APRS before treatment. 
Group 3 consisted of 22 patients with APRS who received standard therapy, including anti-
bacterial drugs and puncture of the maxillary sinuses. Group 4 consisted of 24 patients who 
received β-D-glucans along with standard therapy. The total duration of therapy was 10 days. 
IL-1Ra and IL-1β concentrations in nasal secrets were defi ned by enzyme-linked immunosor-
bent assay, ELISA.

Results. It is positioned that the qualitative visual estimation of shift of a projection 
of specifi ed cytokines concentrations shows positive changes since by 10 day of treatment
in group of the patients received combined therapy, the area of a projection of its concentration 
comes nearer to cytokines projection area in healthy people. Standard therapy does not lead 
to such effect, since the minimal impact on local changes of these cytokines levels.

Conclusion. Addition of a medicine containing immunomodulating component 
β-D-glucans to the APRS standard treatment is reasonable.
Keywords: β-D-glucans; acute rhinosinusitis; cytokines; IL-1β; IL-1Ra; immune correction therapy
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острым гнойным риносинуситом на фоне иммунокорригирующей терапии β-D-глюканами

цессы выведения антигена из организма и репарацию 
слизистой оболочки ВДП. Однако стандартные методы 
и препараты для лечения ОГРС не обладают иммуно-
модулирующей активностью, что не способствует бы-
строй динамике завершения воспалительного процесса 
и купированию основных симптомов заболевания.

Стандартные способы лечения ОГРС базируются 
на применении антибактериальных препаратов, интра-
назальных глюкокортикостероидов, муколитических 
средств и ирригационной терапии [1–4]. Однако при-
менение антибиотиков неэффективно при инфициро-
вании вирусами, которые являются основной причиной 
развития острых или обострений хронических заболе-
ваний ВДП [5]. Локальное использование глюкокорти-
костероидов ограничено наличием гнойного экссудата 
в околоносовых пазухах пациентов [6]. Муколитические 
средства не оказывают влияния на патогенетические 
механизмы воспаления и применяются в качестве вспо-
могательной секретолитической терапии [7, 8]. Ирри-
гационные способы лечения ОГРС на основе пункций 
верхнечелюстных пазух имеют ограничения, связанные 
с возможными осложнениями (кровотечения, эмболия, 
аллергические реакции на анестетики, последствия не-
правильного проведения манипуляции, выраженный 
дискомфорт у пациентов и т. д.) [9]. 

Поэтому все чаще в дополнение к стандартным схе-
мам лечения ОГРС используют иммуномодулирующие 
препараты, например препараты на основе бактериаль-
ных пептидогликанов, а также лизаты клеточных стенок 
или рибосом микроорганизмов – частых возбудителей 
заболеваний ВДП (Ликопид®, Имудон®, Бронхомунал®, 
ИРС 19® и т. д.) [10]. Действие таких средств основано 
на активации генетически детерминированных рецепто-
ров врожденного иммунитета (TLR, NLR, RLR, CTLR) 
консервативными структурными компонентами клеточ-
ных стенок различных патогенов (pathogen-associated 
molecular patterns – PAMP) [11, 12]. Включение препара-
тов микробного происхождения в лечение заболеваний 
ВДП сокращает длительность воспалительного про-
цесса и уменьшает выраженность симптомов [13–16].

В последние годы активно исследуется фармако-
логический потенциал β-D-глюканов – структуро-
образующих полисахаридов клеточных стенок грибов 
и дрожжей [17, 18]. Этот вид PAMP является маркером 
не только патогенных видов грибов, но и высших бази-
диальных, употребляемых в пищу. В странах Юго-Вос-
точного региона высшие виды грибов традиционно в те-
чение многих веков используют для лечения опухолей, 
диабета, аллергий [19]. В настоящее время выделяемые 
из пищевых грибов β-D-глюканы отнесены в группу 
модификаторов биологических реакций и в ряде стран 
используются для лечения опухолей, профилактики се-
зонных простудных заболеваний вирусной и бактери-
альной природы [20, 21]. При моделировании на живот-
ных воспалительных процессов в легких и кишечнике 
было показано, что грибные полисахариды обладают 
выраженным противовоспалительным действием 
[22, 23]. В других исследованиях установлена кли-

ническая эффективность применения β-D-глюканов 
в лечении воспалительных заболеваний ВДП [24–26]. 
Вместе с тем механизм действия полисахаридов грибов 
до конца не изучен и требует детализации.

Ранее нами было показано, что проекции распре-
деления концентраций цитокинов ИЛ-1Ra и ИЛ-1β 
в назальных секретах пациентов при различных фор-
мах хронического полипозного процесса достоверно 
отличаются как от соответствующих показателей у 
практически здоровых доноров, так и между собой [27]. 
С одной стороны, такой подход к оценке противовоспа-
лительных и провоспалительных цитокинов позволяет 
решать диагностические задачи, например, связанные 
с дифференцированием различных форм течения по-
липозного процесса – полипозно-гнойного риносину-
сита и его сочетания с бронхиальной астмой. С другой 
стороны, величину соотношения концентраций этой 
функциональной пары цитокинов в виде ИЛ-1Ra/ИЛ-1β 
можно использовать в качестве индикатора тяжести 
патологического процесса и эффективности лечения 
[27, 28]. Однако неизвестно влияние β-D-глюканов 
грибов на концентрации этих цитокинов в назальных 
секретах пациентов при острых воспалительных за-
болеваниях ВДП, что не позволяет определить целесо-
образность их применения в качестве патогенетических 
средств иммунокорригирующей терапии.

Целью исследования стала оценка распределе-
ния концентраций функциональной пары цитокинов 
ИЛ-1Ra и ИЛ-1β в назальных секретах пациентов 
с ОГРС на фоне применения антибиотиков в сочетании 
с β-D-глюканами грибного происхождения.

Материал и методы
В исследование включали пациентов с ОГРС, нахо-

дившихся на лечении в клинике оториноларингологии 
ФГБОУ ВО «СЗГМУ имени И.И. Мечникова» Мин-
здрава России. Возраст пациентов – от 18 до 55 лет, ко-
личество мужчин и женщин было практически одина-
ковым. 

Пациенты предъявляли жалобы на боли в проекции 
верхнечелюстной пазухи, головные боли, гнойные вы-
деления из носа. На рентгенограммах в 43 % случаев 
выявлялось изолированное затемнение обеих верхне-
челюстных пазух; в 52 % – поражение верхнечелюст-
ных пазух и клеток решетчатого лабиринта; в 25 % – 
поражение лобной пазухи, верхнечелюстной и клеток 
решетчатого лабиринта; в 8 % – гемисинусит; в 5 % – 
поражение всех околоносовых пазух. При пункции 
верхнечелюстных пазух в 84 % случаев было получено 
гнойное отделяемое, в остальных случаях – слизисто-
гнойное отделяемое. Продолжительность болезни – 
не менее 10 дней, но не превышала 3–4 нед. 

В исследовании приняли участие 102 пациента, 
которые были распределены в четыре независимые 
группы. 1-ю группу составили 32 практически здоро-
вых донора, 2-ю – 24 пациента с ОГРС до лечения, 3-ю – 
22 пациента с ОГРС, которые получали традиционную 
терапию, включающую антибактериальные препараты 
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и пункции верхнечелюстных пазух; 4-я группа состояла 
из 24 пациентов, которые наряду с традиционной тера-
пией получали иммуномодулирующее средство. Иссле-
дование проводили согласно Хельсинкской декларации 
ВМА 2000 г. и протокола Конвенции Совета Европы 
о правах человека и биомедицине 1999 г. Исследование 
было одобрено локальным комитетом по этике.

Секрет из носа брали с помощью стерильной по-
ролоновой турунды, вводимой в полость носа на 15–
20 мин. Затем турунду помещали в пробирку и центри-
фугировали 15 мин со скоростью 1000 об/мин. Полу-
ченный носовой секрет замораживали до -18,0 °С для 
дальнейшего определения концентраций цитокинов 
ИЛ-1Ra, и ИЛ-1β (пг/мл). Концентрацию цитокинов 
определяли методом твердофазного иммунофермент-
ного анализа с применением тест-систем производства 
ООО «Цитокин» (Санкт-Петербург).

Стандартная терапия включала антибактериальный 
препарат цефтриаксон 1,0 в/м 1 раз в сутки и пункции 
верхнечелюстных пазух. Комбинированная терапия 
состояла из внутримышечного введения указанного 
антибиотика и перорального применения иммуномоду-
лирующего средства Глюкаферон® (Санкт-Петербург) 
[29, 30]. Общая продолжительность лечения составляла 
10 дней. Иммуномодулирующее средство является ком-
бинацией β-D-глюкана, выделенного из пищевого гриба 
вешенка обыкновенная (Pleurotus ostreatus) и антиокси-
дантного комплекса, включающего рутин, бромелаин 
и янтарную кислоту. Согласно современным междуна-
родным требованиям безопасности к пищевым продук-
там и лекарственным препаратам биополимеры грибов 
– β-D-глюканы – относятся к группе токсикологически 
безопасных соединений [класс «generally recognized as 
safe» по классификации Food and Drug Administration 
(FDA), США, 2001].

Анализ результатов исследования проводили с по-
мощью методов описательной, параметрической и не-
параметрической статистики [31, 32]. Для определения 

статистической достоверности различий значений кон-
центраций цитокинов использовали t-критерий Стью-
дента для независимых выборок и непараметрический 
U-критерий Манна-Уитни. Вероятность р < 0,05 оце-
нивали как достаточную для вывода о наличии стати-
стически достоверных различий данных, полученных 
в процессе исследования.

Результаты
На рис. 1 показано распределение пациентов 

1–4-й групп в проекции концентраций цитокинов 
ИЛ-1Ra и ИЛ-1β. Распределение пациентов демонстри-
рует, что 1-я группа (практически здоровые доноры) 
расположена на достаточно удаленном расстоянии 
от 2-й группы пациентов, что позволяет дифференци-
ровать эти группы между собой. Анализ концентраций 
провоспалительного цитокина ИЛ-1β демонстрирует, 
что при развитии ОГРС (2-я группа) происходит зна-
чительное увеличение его значений, которые находятся 
в интервале 450,0–600,0 пг/мл. При этом отмечается 
снижение концентрации ИЛ-1Ra, значения которой на-
ходятся в интервале 750,0–1000,0 пг/мл. 

На фоне традиционной терапии (3-я группа) на-
блюдается незначительный сдвиг проекции концентра-
ций цитокинов относительно 2-й группы пациентов. 
Так, интервал концентраций цитокина ИЛ-1β составил 
250,0–400,0 пг/мл, а интервал концентраций рецептор-
ного антагониста – от 980,0–1250,0 пг/мл. Незначи-
тельное смещение проекции концентраций этой пары 
цитокинов у пациентов 3-й группы также позволяет 
дифференцировать эту группу пациентов от 2-й группы 
пациентов. Однако незначительное смещение проек-
ции концентраций этой пары цитокинов указывает на 
минимальный эффект влияния традиционного лечения 
ОГРС на изменение концентраций про- и противовос-
палительных цитокинов и механизмы цитокиновой ре-
гуляции воспаления соответственно.

На фоне применения методов традиционной тера-
пии в сочетании с иммуномодулирующим средством 
в 4-й группе отмечается более выраженное смещение 
проекции концентраций цитокинов у этих пациентов 
относительно 2 и 3-й групп. Так, концентрации ИЛ-1β 
находятся в интервале 50,0–90,0 пг/мл, а концентра-
ции рецепторного антагониста – 1700,0–2300,0 пг/мл. 
С одной стороны, полученный эффект смещения про-
екции концентраций функциональной пары цитокинов 
пациентов 4-й группы свидетельствует о значимом 
влиянии иммуномодулирующего средства на уровни 
концентраций этой пары цитокинов. С другой стороны, 
интервал проекции концентраций цитокинов этой 
группы пациентов приближается к области проекции 
концентраций цитокинов в группе практически здо-
ровых доноров (1-й), что демонстрирует целесообраз-
ность применения β-D-глюканов для позитивного из-
менения направленности локального воспалительного 
процесса.

В табл. 1 представлена статистическая достовер-
ность различий средних значений концентраций цито-

Рис. 1. Распределение групп пациентов в проекции концен-
траций функциональной пары цитокинов
По оси абсцисс – ИЛ-1β, пг/мл; по оси ординат – ИЛ-1Ra, пг/мл. 
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Оценка изменений концентраций цитокинов ИЛ-1β и ИЛ-1Rа в назальных секретах больных 

острым гнойным риносинуситом на фоне иммунокорригирующей терапии β-D-глюканами

кинов ИЛ-1Ra и ИЛ-1β между 1-й группой (практически 
здоровые доноры) и 4-й группой, в которой пациенты 
получали традиционное лечение в сочетании с имму-
номодулирующим средством. Расчеты, проведенные 
на основе параметрического и непараметрического 
критериев, демонстрируют статистическую достовер-
ность различий концентраций исследуемых цитокинов 
(p < 0,01, p < 0,05 соответственно). Это означает, что, по 
сравнению со 2-й и 3-й группами пациентов 10-дневный 
курс традиционной терапии и иммуномодулирующего 
средства приближает значения концентрации цитоки-
нов к группе практически здоровых доноров, что под-
тверждает направленность позитивного эффекта комби-
нированного лечения. Однако статистические различия 
концентраций цитокинов 1 и 4-й групп показывают, что 
для достижения концентраций цитокинов, наблюдае-
мых у здоровых доноров, 10-дневного курса комбини-
рованной терапии недостаточно. 

На рис. 2 представлены значения соотношения концен-
траций функциональной пары цитокинов в виде ИЛ-1Ra/
ИЛ-1β у исследуемых групп пациентов. В группе прак-
тически здоровых доноров (1-я) соотношение концен-
траций цитокинов показывает значительное преоб-
ладание ИЛ-1Ra над ИЛ-1β. При ОГРС (2-я группа) 
соотношение концентраций цитокинов снижается до 
минимальных значений. Это происходит за счет уве-
личения концентрации провоспалительного цитокина 
и снижения концентрации противовоспалительного ци-
токина, что характерно для развития острого воспали-
тельного процесса.

Стандартная терапия (3-я группа) практически не 
меняет этого соотношения, что означает отсутствие 
тенденции к уменьшению выраженности и завершенно-
сти воспалительного процесса на уровне цитокиновой 
регуляции. Однако при сочетании стандартной терапии 
с иммуномодулирующим средством (4-я группа) наблю-
дается отчетливая тенденция к повышению соотноше-
ния концентраций цитокинов, направленная к уровню 
практически здоровых доноров (1-я группа). Этот эф-
фект связан с увеличением концентрации противовос-
палительного цитокина и уменьшением концентрации 
провоспалительного цитокина.

В табл. 2 представлена статистическая достовер-
ность различий значений соотношения концентраций 
цитокинов ИЛ-1Ra/ИЛ-1β у практически здоровых 
доноров (1-я группа) и пациентов после применения 
традиционной терапии в сочетании с иммуностимули-
рующим средством (4-я группа). Согласно расчетам, 
что средние значения этого показателя статистически 

различны между собой (p < 0,05). Это свидетельствует 
о целесообразности его применения в качестве потен-
циального индикатора эффективности лечения.

Обсуждение
В работе показано, что для определения влияния 

стандартной терапии и иммуномодулирующего средства 
на развитие ОГРС могут использоваться оценки про-
екций распределений концентраций цитокинов ИЛ-1Ra 
и ИЛ-1β в четырех независимых группах. Установлено, 
что даже качественная визуальная оценка смещения про-
екции концентраций функционально сопряженной пары 
цитокинов демонстрирует их позитивные изменения, так 
как к 10-му дню лечения только в группе пациентов, по-
лучавших комбинированную терапию, область проекции 
концентраций цитокинов приближается к области про-
екции концентраций цитокинов, наблюдаемой в группе 
здоровых доноров. В ранее проведенных исследованиях 
было показано, что клинических признаков ОГРС (за-
труднение носового дыхания, интенсивность выделений 
из носа, изменение характера пунктата из верхнечелюст-
ных пазух, состояние слизистой оболочки носа) в этой 
группе пациентов также не наблюдали [26]. Лечение па-
циентов по стандартной схеме, состоящей из антибиоти-
ков и пункций верхнечелюстных пазух, к 10-му дню не 
обеспечивало полного купирования указанных клиниче-
ских признаков воспалительного процесса.

Однако для более детальной оценки устойчивости 
и динамики сдвига проекции концентраций цитокинов 
ИЛ-1Ra и ИЛ-1β логично применение схемы исследова-
ния, когда проекции этих параметров регистрируются у 
одного и того же пациента в различные сроки лечения. 
В этом случае повышается информативность измене-
ний проекций распределения концентраций цитокинов 
у конкретного пациента за счет построения траектории 
его положения относительно пространства концентра-

Таблица 1. Достоверность различий средних значений концентраций цитокинов ИЛ-1β и ИЛ-1Ra между 1-й и 4-й группами 
пациентов 

Цитокины, 
пг/мл,
M ± Sd

Группа Значения
t-критерия Стьюдента

t; tкр.

Значения
U-критерия Манна–Уитни

U; Z1-я 4-я
ИЛ-1β 20,52 ± 2,29 67,5 ± 12,36 18,38; 2,02; p < 0,01 0,00; -6,36; p < 0,01
ИЛ-1Ra 1863,50 ± 180,51 1960,17 ± 148,89 -2,19; 2,01; p < 0,05 257,5; -2,09; p < 0,05

Рис. 2. Соотношения концентраций цитокинов ИЛ-1Ra/ИЛ-1β 
в различных группах исследования
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ций указанной пары цитокинов за время лечения (Δt). 
Дальнейшее развитие такого подхода представляется 
актуальным для оптимизации персонифицированной 
иммунотерапии как острых, так и хронических форм 
инфекционно-воспалительных заболеваний ВДП. При-
мененный диагностический подход, основанный на 
определении соотношения концентраций двух взаи-
мозависимых цитокинов ИЛ-1Ra/ИЛ-1β, по нашему 
мнению, также является информативным, так как ми-
нимизирует индивидуальные особенности продукции 
цитокинов на фоне воспалительного процесса и уточ-
няет тенденции его развития.

Полученные результаты показали, что дополнение 
стандартной терапии ОГРС иммуномодулирующим 
средством, в состав которого входят β-D-глюканы, повы-
шает эффективность лечения. Важно, что β-D-глюканы 
грибов эффективны при пероральном использовании 
[23]. Однако механизм действия этих природных биопо-
лимеров до конца не изучен. Известно, что в отличие от 
α-глюканов и других РАМР бактериального происхож-
дения, имеющих в своем составе белки, β-D-глюканы 
не перевариваются в желудочно-кишечном тракте. По-
этому β-D-глюканы активно взаимодействуют со специ-
фическими рецепторами (Dectin-1), локализованными 
на миелоцитах (моноцитах, макрофагах, дендритных 
клетках), а также на эпителиоцитах слизистых, высти-
лающих желудочно-кишечный тракт [17]. Связывание 
Dectin-1-рецепторов активирует процессы врожденного 
иммунитета: фагоцитоз, сопровождающийся повыше-
нием продукции активных форм кислорода, формиро-
вание инфламмасомы, запускающей продукцию про-
воспалительных цитокинов, и т. д. [18].

Вместе с тем имеются сомнения относительно та-
кого механизма активации врожденного иммунитета 
β-D-глюканами, так как большая молекулярная масса 
этих веществ (> 500 кДа) представляет трудности для 
их взаимодействия с клетками. Ряд исследователей 
предполагает, что макрофаги, захватывая β-D-глюканы, 
переваривают их и затем передают короткие фрагменты 
другим клеткам врожденного иммунитета: моноцитам, 

нейтрофилам, естественным киллерам, несущим на 
своей поверхности другую группу специфических ре-
цепторов полисахаридов – СR3 [33]. 

Существует еще целый ряд нерешенных вопросов от-
носительно механизма действия β-D-глюканов. В част-
ности, не всегда объясним широкий спектр вызываемых 
этими биополимерами эффектов. Однако показано, что 
они обладают противоопухолевым, противовоспали-
тельным, иммуномодулирующим, противовирусным 
и антимикробным действием, а также гипогликемиче-
ским, гиполипидемическим, противоболевым и проти-
воотечным эффектами [17]. Возможно, этот феномен 
объясняется тем, что формирование ответа организма 
на β-D-глюканы в процессе филогенеза оказалось свя-
занным с древними и жизненно важными механизмами 
регуляции гомеостаза [19].

Выводы
1. Одновременное определение в назальных секретах 

пациентов при различных патологических состояниях 
уровней двух функционально связанных цитокинов, 
относящихся к семейству ИЛ-1 – провоспалительного 
цитокина ИЛ-1β и антагониста его рецептора ИЛ-1Ra – 
методически более правильное, так как отношение этих 
двух показателей позволяет исключить индивидуаль-
ные особенности продукции цитокинов и уточнить тен-
денции  развития воспаления. 

2. Включение в стандартную схему лечения ОГРС 
препарата, в композицию которого входят β-D-глюканы, 
выделенные из пищевых грибов вешенка обыкновенная 
(Pleurotus ostreatus), обладающие иммуномодулирую-
щим действием, приводит к нормализации местной про-
дукции цитокинов семейства ИЛ-1 в течение 10-днев-
ного курса перорального приема.

3. Установленный незначительный сдвиг смещения 
проекции концентраций цитокинов ИЛ-1Ra и ИЛ-1β де-
монстрирует минимальный эффект влияния стандарт-
ной терапии ОГРС на локальные изменения концен-
траций этих цитокинов и на механизмы цитокиновой 
регуляции воспалительного процесса.

Таблица 2. Достоверность различий значений соотношения концентраций цитокинов ИЛ-1Ra/ИЛ-1β в 1 и 4-й группах 

Группа t-критерий Стьюдента U-критерий Манна–Уитни
1-я 4-я

M ± Sd M ± Sd t; tкр. U; Z
91,09 ± 10,64 29,96 ± 5,74 27,26; 2,02; p < 0,05 0,00; -6,31; p < 0,01
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Глюкозаминилмурамилдипептид-кислота (ГМДП-А) 
модулирует внутриклеточные сигнальные пути 
натуральных киллерных клеток
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Резюме
Введение. Лекарственные препараты на основе производных мурамилпептидов на 

протяжении нескольких десятилетий являются объектом экспериментальных и клини-
ческих исследований. Внутриклеточный NOD2-рецептор, ответственный за связывание 
мурамилдипептида и его производных, остается привлекательной молекулярной мише-
нью для разработки новых лекарственных средств с известным механизмом действия. 
Одним из лигандов NOD2 является глюкозаминилмурамилдипептид-кислота (ГМДП-А). 
В работе впервые исследованы сигнальные механизмы, инициированные в НК-клетках 
с помощью ГМДП-А.

Материал и методы.  Изолированные с помощью магнитной сепарации НК-клетки, 
выделенные из периферической крови здоровых доноров, инкубировали с 10 мкг/мл 
ГМДП-А в течение 6 и 16 ч. Уровень экспрессии генов определяли, используя набор 
Illumina HumanHT-12v4 Expression BeadChip на приборе «llumina iScan (Illumina, США). 
Данные статистически обрабатывали с помощью пакета прикладных программ (v 2011.1, 
Illumina). 

Результаты. Обнаружено, что ГМДП-А усиливает транскрипцию ряда генов, про-
дукты которых участвуют в трансдукции сигналов с рецепторов, тем самым обеспечи-
вая поддержание функциональной активности НК-клеток. ГМДП-А индуцирует синтез 
транскриптов МАРК-сигнального пути, сигнальных медиаторов VAV2, сигнального 
адаптора CRKL, усиливает синтез транскриптов генов регуляторной субъединицы 3(γ)
фосфоинозитид-3-киназы и фосфолипазы С В1, контролирующих обмен фосфолипи-
дов, активирует клетки организма при дефектах клеточного звена иммунитета. ГМДП-А 
значительно повышает уровень экспрессии следующих ключевых генов, связанных 
с контролем механизмов прямой и антителоопосредованной цитотоксической активно-
сти НК-клеток: CRKL, VAV2, ZAP70, RAP1A, PLCB1, FCGR3A, семейство MAPK, IFNA1, 
TNFRSF9, TNFSF14.

Заключение. Экспериментальные данные позволяют заключить, что ГМДП-А может 
быть эффективным средством противодействия ранним этапам онкогенной и вирусной 
трансформации НК-клетками, ключевыми клетками врожденного иммунитета.
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Abstract
Introduction. Medicines developed as derivatives of muramyl peptides have been the sub-

ject of experimental and clinical studies for several decades. The intracellular NOD2- receptor 
responsible for the binding of muramyl dipeptide and its derivatives remains an attractive mo-
lecular target for the development of new drugs with a known mechanism of action. GMDP-A 
belongs to one of the NOD2-receptor ligands.  In this study signaling mechanisms initiated by 
GMDP-A were characterized for the fi rst time in natural killer (NK) cells.  

Material and methods. NK cells isolated by magnetic separation from peripheral blood of 
healthy donors were incubated with 10 μg/ml GMDP-A for 6 hours and 16 hours. The levels of 
genes expression were determined using the Illumina HumanHT-12v4 Expression BeadChip 
kit and Illumina iScan instrument (Illumina, USA). The data were statistically processed using 
an application software package (v 2011.1, Illumina). 

Results. It was found that GMDP-A enhanced the transcription of a number of genes associ-
ated with transduction of signals from receptors, thereby ensuring the maintenance of the functional 
activity of NK cells. GMDP-A induced the synthesis of transcripts of the MAPK signaling path-
way, VAV2 signal mediators, the CRKL signal adapter, enhanced the synthesis of transcripts of 
the regulatory subunit 3 (γ) phosphoinositide-3-kinase and phospholipase C B1 genes that control 
phospholipid metabolism, activated the cells  with defects in the cellular immunity link. GMDP-A 
signifi cantly increases the expression level of the following key genes associated with the control 
of the mechanisms of direct and antibody-mediated cytotoxic activity of NK cells: CRKL, VAV2, 
ZAP70, RAP1A, PLCB1, FCGR3A, the MAPK family, IFNA1, TNFRSF9, TNFSF14.

Conclusion. Experimental data justify the high potential of the GMDP-A to counteract 
altered recognition of the early stages of oncogenic and viral transformation by key cells of the 
innate immunity, the NK cells.
Keywords: natural killer cells; glucosaminyl muramyl dipeptide acid; transcriptome; MAPK signaling pathway; inter-
feron; anti-infection immunity; anti-tumor immunity
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Глюкозаминилмурамилдипептид-кислота (ГМДП-А) модулирует внутриклеточные сигнальные пути натуральных киллерных клеток

Введение
Одно из мировых направлений разработок лекар-

ственных средств с противоопухолевой активностью – 
препараты на основе производных мурамилпептидов 
(МП), обладающих целым рядом преимуществ: извест-
ным механизмом действия и наличием специфического 
рецептора; относительно небольшим размером моле-
кул (менее 1 кДа), которые могут быть получены син-
тетическим путем; малой токсичностью и отсутствием 
тяжелых побочных эффектов; относительно невысо-
кой стоимостью производства субстанции и конечного 
продукта. МП являются минимальными структурными 
компонентами пептидогликана клеточной стенки всех 
известных бактерий, реализующих свою биологичес-
кую активность посредством связывания со специфи-
ческими NOD-рецепторами, локализованными внутри 
клеток. NOD-рецепторы относятся к NLR (NOD-like 
receptor) – семейству рецепторов врожденного иммуни-
тета. Их связывание с МП приводит к активации NF-κB-
сигнального пути и, как следствие, к синтезу цитокинов, 
которые активируют функции клеток противоинфекци-
онной и противоопухолевой защиты, а также гемопоэз. 
Белки NOD экспрессируются главным образом иммун-
ными клетками, в том числе макрофагами, гранулоци-
тами, дендритными клетками и натуральными киллер-
ными (НК)-клетками, а также и различными типами 
неиммунных клеток. 

Глюкозаминилмурамилдипептид-кислота (ГМДП-А) – 
модифицированный аналог ГМДП, который является 
субстанцией лекарственного средства Ликопид® (АО 
«Пептек», Российская Федерация) и более 25 лет исполь-
зуется в качестве лекарственного средства для коррекции 
иммунодефицитных состояний [1–3]. ГМДП-А имеет 
ряд преимуществ в сравнении с ГМДП – менее выражен-
ная пирогенность, широкий диапазон активных концен-
траций [4] и увеличенный период полувыведения, что 
расширяет его терапевтические возможности и позво-
ляет использовать в виде инъекционной лекарственной 
формы. Научный и практический интерес представляет 
исследование влияния ГМДП-А на функционирова-
ние НК-клеток для определения дальнейших стратегий 
и способов применения ГМДП-А в качестве лекарствен-
ного средства.

НК-клетки – одни из ключевых клеток иммунной 
системы, они имеют решающее значение в иммунном 
ответе на возбудителей инфекции и злокачественные 
опухоли. НК-клетки дифференцируются из общего для 
Т- и В-клеток лимфоидного предшественника, но в от-
личие от последних, высвобождают цитотоксические 
эффекторные молекулы непосредственно при встрече 
с инфицированной или трансформированной клеточной 
мишенью. НК-клетки, обнаруженные более 40 лет на-
зад, являются крупными гранулярными лимфоцитами, 
способными убивать клетки-мишени без предваритель-
ной сенсибилизации, не затрагивая при этом здоровые 
аутологичные клетки. НК-клетки относят к системе 
врожденного иммунитета, поскольку при их созревании 
не происходит перестройки генов рецепторного аппа-

рата. НК-клетки распознают своими рецепторами мо-
лекулы MHC I класса, в норме представленные на всех 
ядросодержащих клетках. В инфицированных и опухо-
левых клетках молекулы MHC I класса отсутствуют или 
трансформированы, что является необходимым, но не-
достаточным сигналом для цитотоксического действия 
НК. Для уничтожения собственных измененных клеток 
организма, кроме отсутствия молекул MHC I класса, не-
обходимо дополнительное распознавание НК-клетками 
молекул, индуцируемых клеточным стрессом, появля-
ющихся в процессе малигнизации или инфицирования 
[5]. Распознавание НК-клетками молекул MHC I класса 
на аутологичных нормальных клетках происходит 
с помощью нескольких типов рецепторов: так называ-
емых ингибиторных Ig-подобных рецепторов (KIR), 
Ig-подобных рецепторов лейкоцитов подсемейства B1 
(LILRB1) и лектиновых рецепторов типа С – гетеро-
димерного комплекса CD94-NKG2A. Взаимодействие 
этих рецепторов с нормальными молекулами MHC I 
приводит к генерации ингибирующих сигналов, пре-
дотвращающих уничтожение аутологичных здоровых 
клеток. Инфицированные и опухолевые клетки часто 
подавляют экспрессию молекул MHC I класса, чтобы 
избежать узнавания цитотоксическими Т-лимфоцитами 
(ЦТЛ), но это приводит к их уязвимости перед НК-
клетками. В этом случае НК-клетки взаимодействуют 
с клетками-мишенями с недостаточной экспрессией 
молекул МНС I класса, а их специфические ингибиру-
ющие рецепторы не могут распознавать свои лиганды, 
следствием чего является активация НК-клеток через 
их активирующие рецепторы с последующим уничто-
жением клеток-мишеней. Таким образом, НК-клетки 
могут эффективно уничтожать опухолевые и инфици-
рованные клетки, которые перестали экспрессировать 
молекулы МНС I класса [6]. Активирующими рецеп-
торами являются рецепторы цитотоксичности (NKp46, 
NKp44), лектиновые рецепторы типа С (NKG2D, CD94-
NKG2C) и Ig-подобные рецепторы (2В4). Каждая НК-
клетка обычно экспрессирует от двух до четырех инги-
бирующих рецепторов в дополнение к многочисленным 
рецепторам активации. Популяция НК-клеток в зна-
чительной степени гетерогенна, поскольку НК-клетки 
экспрессируют различные комбинации ингибирующих 
или активирующих рецепторов. Многообразие таких 
комбинаций определяет способность НК-клеток реаги-
ровать на различные стимулы и участвовать в иммун-
ных ответах при различных патологических процессах. 
Кроме ингибирующих и активирующих рецепторов, 
НК-клетки несут на поверхности рецепторы цитоки-
нов, гормонов и нейромедиаторов. Такой широкий на-
бор рецепторов позволяет НК-клеткам первыми вос-
принимать сигналы об инфицировании вирусами или 
опухолевой трансформации клетки на ранних стадиях 
и уничтожать пораженную клетку, предотвращая тем 
самым дальнейшее развитие патологического процесса 
или распространение патогена.

НК-клетки классифицируют на две подгруппы в зави-
симости от их фенотипа и функций: CD56dim и CD56bright.
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CD56dim составляют 90 % общей популяции НК-клеток 
в периферической крови и экспрессируют низкоаф-
финный рецептор Fc-фрагмента IgG – FcRIIIa/CD16a. 
Функционально CD56dim обладают высокой цитоток-
сичностью. Примерно 10 % НК-клеток принадлежат 
к CD56bright-клеткам, преимущественно участвующим 
в продукции цитокинов. НК-клетки вторичной лимфо-
идной ткани (миндалины, лимфатические узлы и се-
лезенка) отличаются от НК-клеток в периферической 
крови, так как они активируются дендритными клет-
ками и секретируют цитокины, например, интерферон 
(ИФН), который стимулирует ЦТЛ-ответ [7].

Лизис клеток-мишеней НК-клетками преимуще-
ственно обеспечивается перфорином, гранулизином 
и гранзимами – белками, которые хранятся в так на-
зываемых литических гранулах, а при взаимодействии 
НК-клетки с клеткой-мишенью выбрасываются в ре-
зультате дегрануляции. Гранзимы, попав при помощи 
перфорина в цитозоль клетки-мишени, индуцируют ее 
апоптоз. Меньший вклад в киллерную функцию НК-
клеток вносят поверхностные молекулы семейства фак-
тора некроза опухолей (ФНО), например FasL/CD178 
и TRAIL/CD253, которые вызывают рецептор-зависи-
мый апоптоз мишеней. Мишенями НК-клеток могут яв-
ляться не только эукариотические клетки. Показано, что 
секретируемые НК-клетками гранзимы способны инду-
цировать микроптоз – процесс, подобный апопотиче-
ской гибели, – в бактериальных клетках (E. coli), пара-
зитах (Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii, L. major), 
тогда как гранулизин, нарушая мембрану микроба, спо-
собствует его некрозоподобной гибели [8]. 90 % НК-
клеток экспрессируют рецепторы практически для всех 
цитокинов. Наиболее значимыми для активации НК-
клеток являются рецепторы ИФН-α и интерлейкинов 
(ИЛ)-12, ИЛ-15 и ИЛ-18. Во время дифференцировки 
НК-клеток экспрессия некоторых цитокиновых рецеп-
торов может уменьшаться. В то же время дифференци-
ровка НК-клеток не влияет на стабильную экспрессию 
ими ИФН-γ. 

Функциональная классификация биологических 
процессов и анализ генной онтологии (GO) показали, 
что гены, связанные с реализацией иммунных функций 
НК-клеток, составляют около 7 %, в то время как гены, 
связанные с клеточными и метаболическими процес-
сами жизнеобеспечения, составляют большинство диф-
ференциально экспрессируемых генов – 31 %. В связи 
с этим представляет интерес исследование экспрессии 
генов не только рецепторных структур и секретируемых 
цитокинов, но и генов белков метаболических путей, 
изменяющихся при действии МП.

Цитозольные Crk и Crk-подобные (CrkL – Crk-like) 
факторы являются членами семейства, связывающими 
тирозин-фосфорилированные белки с широко экспрес-
сируемыми адаптерами, которые взаимодействуют 
с различными белками для выполнения ключевых ро-
лей в путях сигнальной трансдукции, запускаемых ак-
тивацией рецепторных и нерецепторных тирозинкиназ. 
Фактор Crk рекрутирует к цитоплазматической мем-

бране белки, участвующие в передаче сигнала, CrkL 
активирует сигнальные пути Ras- и Jun-киназ, является 
субстратом тирозинкиназы BCR-ABL и контролирует 
функцию НК-клеток посредством регуляции накопле-
ния активирующих рецепторов и фосфорилированных 
молекул Vav-1 в иммунологических синапсах [9]. Таким 
образом, Crk и CrkL играют критическую роль в клеточ-
ной структуре и подвижности, поддерживают целост-
ность цитоскелета, регулируют цитотоксические функ-
ции, а также синтез цитокинов, в частности – ИФН-γ.

Тирозинкиназа Fyn семейства Src участвует в регу-
ляции клеточного роста и в перфорин-зависимом унич-
тожении инфицированных клеток НК-клетками [10]. 
Нерецепторные тирозинкиназы Syk и Zap-70 являются 
членами семейства тирозинкиназ SYK. Эти цитоплазма-
тические тирозинкиназы имеют общий двойной домен 
SH2, разделенный линкерным доменом. Активация Syk 
в меньшей степени зависит от фосфорилирования кина-
зами семейства Src, чем ZAP-70. Syk и Zap-70 передают 
сигналы от поверхностных рецепторов, включая CD74, 
Fc-рецептор и интегрины. Активация Syk происходит 
посредством связывания двух доменов SH2 с ITAM (Im-
munoreceptor tyrosine-based activation motif), остатки 
тирозина фосфорилируются киназами семейства Src. 
Связывание с фосфорилированным ITAM освобождает 
Syk от внутримолекулярного аутоингибирования и за-
пускает его ассоциацию с рецепторными сигнальными 
молекулами, опосредованную ITAM-содержащим адап-
тером.

Малая ГТФаза RAC1 участвует в разнообразных 
динамических клеточных биологических процессах, 
включая пролиферацию клеток, выживание клеток, 
межклеточные контакты, эпителиально-мезенхималь-
ный переход (EMT), подвижность клеток и инвазив-
ность. Эти процессы организуются посредством тонкой 
настройки активности RAC1 с помощью рецепторов 
и эффекторов клеточной поверхности, которые регули-
руют циклический переход RAC1-GDP (в выключенном 
состоянии)/RAC1-GTP (во включенном состоянии). 
RAC1 инициирует серию сигнальных сетей, включая 
регуляторный комплекс ремоделирования актинового 
цитоскелета, активацию протеинкиназ (PAKs, MAPKs) 
и факторов транскрипции (NF-κB, Wnt/β-catenin/TCF, 
STAT3, Snail), продукцию реактивного кислорода 
(NADPH-оксидазы, митохондриальные АФК). Таким 
образом, эта ГТФаза может проявлять воздействие на 
разных стадиях прогрессирования опухоли от диспла-
зии до метастатического каскада [11].

RAP-белки (RAP1, RAP2A, B, C) являются низко-
молекулярными ГТФазами семейства RAS. Через раз-
личные сигнальные пути они опосредуют клеточную 
адгезию, пролиферацию, активацию генов и другие 
клеточные события. Активация RAP-сигнала жестко 
регулируется несколькими специфическими регуля-
торными белками, включая факторы обмена гуани-
новых нуклеотидов и белки, активирующие ГТФазы. 
В иммунной и гемопоэтической системах RAP-сигнал 
играет решающую роль в развитии и функционирова-



239

Иммунология ■ Том 41 ■ № 3 ■ 2020

Гурьянова С.В., Гапонов А.М., Писарев В.М., Якушенко Е.В., Тутельян А.В., Александров И.А., Цыпандина Е.В., Козлов И.Г.
Глюкозаминилмурамилдипептид-кислота (ГМДП-А) модулирует внутриклеточные сигнальные пути натуральных киллерных клеток

нии практически всех линий лимфоцитов и гемопоэти-
ческих клеток. Важно отметить, что, нарушение регу-
ляции RAP-сигнала может приводить к патологическим 
состояниям, в том числе лейкозам и аутоиммунным 
реакциям. Транслокация в ядро активных ГТФ-форм 
этих белков обнаружена при различных онкологических 
заболеваниях, в том числе при плоскоклеточном раке. 
Регуляция RAP-сигналов предоставляет потенциаль-
ную возможность контроля заболеваний человека, в том 
числе злокачественных [12].

Белки семейства Vav являются факторами обмена 
гуаниновых нуклеотидов для семейства Rho/Rac ма-
лых ГТФ-связывающих белков. Кроме того, они имеют 
домены, которые опосредуют белок-белковые взаимо-
действия, включая один SH2-домен и два SH3-домена. 
Vav1, Vav2 и Vav3 играют решающую роль в регуляции 
изоформ фосфолипазы Cγ (PLC gamma) с помощью ре-
цепторов, связанных с ITAM, который активирует пути, 
ведущие к связанной с белком актином цитоскелетной 
перестройке и транскрипционным изменениям [13].

Ген PLCB1 кодирует 1-фосфатидилинозитол-4,5-
бисфосфат-фосфодиэстеразу b-1 – фермент, который 
катализирует образование инозитол-1,4,5-трифосфата 
и диацилглицерина из фосфатидилинозитол-4,5-бис-
фосфата. Эта реакция использует кальций в качестве 
кофактора и играет важную роль во внутриклеточной 
трансдукции многих внеклеточных сигналов. 

Фосфоинозитид-3-киназы PI3K осуществляют об-
мен фосфата в инозитол-фосфолипидах в составе плаз-
матической мембраны и координирует выживание, 
пролиферацию и миграцию НК-клеток [14]. PIK3R1 
и PIK3R3 являются изоформами регуляторных субъеди-
ниц фосфоинозитид-3-киназы PI3K3 класса I, регулиру-
ющих каталитическую субъединицу PI3K3-комплекса 
в клетках, включая трансформированные НК-клетки. 
Другая субьединица – PIK3C2G – фосфатидилинозитол-
4-фосфат-3-киназа, каталитическая субъединица типа 
2γ, входящая в состав комплекса PI3K3 класса II, в от-
личие от широко представленных в различных тканях 
белков PI3K3 класса I и других белков класса II экс-
прессируется преимущественно в ограниченных ком-
партментах – печени, поджелудочной железе, молочной 
железе, тонком кишечнике, предстательной железе. Из-
вестно об этой форме мало, однако единичные данные 
показали, что PIK3C2G экспрессируется в эндосомах 
и участвует в контроле клеточного метаболизма [15]. 
Данных об экспрессии этой формы белков PI3K3 в НК-
клетках нет.

Продукты генов FCGR принадлежат к трем группам 
рецепторов: рецептор с высоким сродством (FCGR1) 
и две группы рецепторов с низким сродством (FCGR2 
и FCGR3). У человека ген FCGR3A кодирует Fc-
рецептор IIIa с низкой аффинностью (CD16a), являю-
щийся частью кластера дифференцировки – молеку-
лярного комплекса клеточной поверхности. Молекула 
СD16 является одним из наиболее мощных активацион-
ных рецепторов НК-клеток и представляет собой транс-
мембранный белок суперсемейства иммуноглобулинов. 

У человека CD16 является низкоаффинным рецептором 
Fc-фрагментов антител субклассов IgG1 и IgG3. Суще-
ствуют две изоформы этого антигена – CD16a (FCGR3A) 
и CD16b (FCGR3B), причем НК-клетки экспресси-
руют только первую из них. Антитела субклассов IgG1 
и IgG3 играют роль опсонинов, своими Fab-
фрагментами взаимодействуя с поверхностными анти-
генами клеток-мишеней, а Fc-фрагментами – с CD16, 
что индуцирует литическую атаку НК-клеток против 
мишеней, покрытых антителами, в реакции антитело-
зависимой клеточно-опосредованной цитотоксичности 
(АЗКЦ). Активационный сигнал от CD16 передается 
через Src-киназы, которые фосфорилируют ITAM-
мотивы адапторных белков CD3Z, и FcsRy, которые, 
в свою очередь, привлекают и активируют тирозинки-
назы Syk и Zap-70. Мутации гена FCGR3A вызывают 
дефицит НК-клеток и ассоциированы с онкогенными 
вирусными инфекциями, которые могут способствовать 
развитию рака [16]. Генетический полиморфизм FC-
GR3A ассоциируется с чувствительностью к блокаторам 
ФНО при спондилоартрите, псориазе и болезни Крона 
[17]. Оценка экспрессии данного гена в НК-клетках 
имеет большое значение в диагностике, а также в про-
филактике и терапии аутоиммунных и онкологических 
заболеваний. 

Фосфатидилинозитол-специфические ферменты фос-
фолипазы С (β и γ) катализируют гидролиз фосфолипи-
дов. Они активируются рецепторными и нерецептор-
ными тирозинкиназами и являются наиболее извест-
ными фосфолипазами по их роли в передаче сигналов 
липидов и пролиферации клеток.

ИФН представляют собой семейство цитокинов 
с мощными противовирусными, антипролифератив-
ными и иммуномодулирующими свойствами. На ос-
новании их взаимодействия с конкретным рецептором 
клеточной поверхности различают три основных типа 
ИФН: I, II и III. У человека существует 13 различных 
генов, кодирующих ИФН-α, обозначаемых как IFNA1, 
IFNA2, IFNA4, IFNA5, IFNA6, IFNA7, IFNA8, IFNA10, 
IFNA13, IFNA14, IFNA16, IFNA17 и IFNA21 [18]. 

Члены семейства белков передачи сигналов и ак-
тиваторов транскрипции STAT участвуют в регуляции 
транскрипции и способны значительно изменять про-
цессы пролиферации, апоптоза и дифференцировки 
клеток. В основном они активируются мембранными 
рецептор-ассоциированными киназами Janus (JAK). 
Нарушение этого пути часто наблюдается в первичных 
опухолях и приводит к усилению ангиогенеза, что по-
вышает выживаемость опухолей и иммуносупрессию. 
Исследования с использованием нокаута генов дока-
зали, что белки STAT участвуют в развитии и функцио-
нировании иммунной системы и играют роль в поддер-
жании иммунной толерантности [19]. 

Еще одна группа участников сигнальных механиз-
мов пострецепторного этапа передачи – это митоген-
активируемые протеинкиназы (МАРК), первоначально 
называемые ERK, которые представляет собой цепочку 
регуляторных белков в клетке. По этой цепочке пере-
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дается сигнал от рецептора на поверхности мембраны 
клетки в ядро с последующей активацией транскрип-
ции. Белки сигнального пути регулируют активность 
друг друга путем присоединения фосфатных групп 
к соседнему белку (фосфорилирование белка), «вклю-
чая» или «выключая» его таким образом. Мутация од-
ного из белков МАРК-пути разрушает правильное про-
хождение сигнала от рецептора и провоцирует развитие 
многих видов рака [20]. 

Семейство ФНО объединяет целый ряд различных 
трансмембранных белков с гомологичным доменом 
ФНО. Основная роль ФНО заключается в регуляции им-
мунных клеток, влиянии на липидный метаболизм и ко-
агуляцию, устойчивость к инсулину, функционирование 
эндотелия, стимуляцию провоспалительных цитокинов, 
ИФН-γ. Молекулы семейства ФНО и их рецепторы от-
носят к важнейшим факторам врожденного иммуни-
тета, защищающим от внутриклеточных паразитов, 
вирусов и трансформированных клеток [21]. Имеются 
данные о том, что один из механизмов  противоопухо-
левого дейстия НК-клеток связан с эффектами их мем-
браноассоциированных или секретируемых молекул 
ФНО и ИФН-γ, обеспечивающих ремоделирование 
микроокружения опухоли и дифференцирование клеток 
рака [22].

Эффекторные функции НК-клеток во многом зави-
сят от активации/деактивации многочисленных внутри-
клеточных протеинкиназ путем их фосфорилирования/
дефосфорилирования, трансдукции сигнала от рецепто-
ров через цитозольные белки в ядро при участии тиро-
зинкиназ, фосфолипаз, адаптерных белков [9, 10]. По-
этому исследования, направленные на выяснение того, 
какие именно сигнальные механизмы активируются 
при действии ГМДП-А на НК-клетки, помогут оценить 
потенциал препарата как регулятора дифференцировки 
и созревания НК-клеток, их цитотоксической и секре-
торной активности.

Материал и методы
Мурамилпептид. N-ацетил-D-глюкозаминил-(b1→4)-

N-ацетилмурамил-L-аланил-D-изоглютаминовая кис-
лота (ГМДП-А) был синтезирован в компании АО «Пеп-
тек» (Российская Федерация) согласно разработанным 
ранее методам [23, 24]. 

Выделение моноцитов периферической крови 
здоровых доноров. Мононуклеарные клетки (МНК) 
получали из периферической крови условно здоровых 
добровольцев мужского пола в возрасте от 24 до 35 лет. 
Образцы крови были получены из отделения транс-
фузиологии НМИЦ «ДГОИ им. Дмитрия Рогачева» 
Минздрава России (Москва) после предварительного 
тестирования в соответствии с протоколом заготовки 
препаратов донорской крови.

Венозную кровь, стабилизированную К3ЭДТА, 
смешивали с равным объемом фосфатного буфера, на-
слаивали на градиент плотности фиколла-верографина 
(1,077) и центрифугировали 25 мин при 1000g при ком-
натной температуре. После окончания центрифугирова-

ния клетки, собранные на границе градиента плотности, 
ресуспендировали в среде RPMI-1640 без сыворотки 
и центрифугировали 8 мин при 200g. Процедуру пов-
торяли еще дважды. Выделенные и отмытые МНК ре-
суспендировали в среде RPMI-1640, содержащей 2 мМ 
L-глутамина, 10 % эмбриональной телячьей сыворотки 
(Hyclone Laboratories, Inc., США) и 40 мкг/мл гентами-
цина (полная среда), после чего подсчитывали в камере 
Горяева.

Выделение НК-клеток из МНК методом магнит-
ной сепарации. Фракцию НК-клеток выделяли из МНК 
с помощью магнитной сепарации, используя МНК 
и наборы NK Cell Isolation Kit, Human (Miltenyi Biotec, 
Германия) согласно инструкции производителя. Вы-
деленные клетки осаждали центрифугированием при 
200g в течение 8 мин. Осадок клеток ресуспендиро-
вали в полной среде RPMI-1640, подсчитывали и вно-
сили в лунки 24-луночного планшета в концентрации 
5×105 клеток на 1 мл полной среды. С помощью про-
точной цитофлуориметрии установили, что чистота вы-
деленной популяции НК-клеток (CD3–CD19–CD56+) со-
ставляла 95 %. 

ГМДП-А вносили в объеме не более 1 % от об-
щего объема среды культивирования в концентрации 
10 мкг/мл. В контрольные лунки вносили эквивалент-
ный объем полной среды. После внесения препарата 
клетки инкубировали при 37 °С в атмосфере, содержа-
щей 5 % СО2, в течение 6 и 16 ч.

Выделение РНК и реакция обратной траскрип-
ции. По окончании культивирования из лунок осто-
рожно удаляли 0,4 мл среды культивирования и до-
бавляли 0,8 мл Trizol Reagent (Invitrogen, США). Далее 
следовали протоколу производителя. Сразу после вы-
деления суммарной РНК проводили реакцию обратной 
транскрипции с использованием набора Ambion Total-
Prep cRNA Amplifi cation Kit (Invitrogen, США) согласно 
прилагаемого к набору протокола.

Исследование экспрессии генов. Уровень экспрес-
сии генов исследовали с использованием набора Illu-
mina HumanHT-12v4 Expression BeadChip на приборе 
Illumina iScan (Illumina, США) согласно протоколу про-
изводителя. Статистическую обработку данных прово-
дили с помощью пакета прикладных программ Genome 
Studio software (v 2011.1, Illumina, США). Гены и их ус-
ловные обозначения представлены в табл. 1.

Результаты 
Исследована экспрессия 48 генов, ответственных 

за синтез цитокинов, мембранных рецепторов, адап-
терных белков, регулирующих клеточный метаболизм 
в НК-клетках, изолированных из МНК 5 доноров. Ре-
зультаты сравнения уровней экспрессии генов в об-
разцах НК-клеток человека, подвергшихся в течение 6 
и 16 ч (экспериментальная группа) и не подвергшихся 
(контрольная группа) воздействию ГМДП-А, представ-
лены в табл. 2.

Как видно на рис. 1, экспрессия гена CRKL под дей-
ствием ГМДП-А достоверно повышается на 48–70 % 
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Таблица 1. Описание исследованных генов

Ген Описание кодируемого продукта
CRK Член семейства белков, связывающих тирозинфосфорилированные белки

CRKL Crk-подобный белок – субстрат тирозинкиназы BCR-ABL
FYN Тирозинкиназа семейства Src
SYK Нерецепторная тирозинкиназа

ZAP70 Ассоциированная с ζ-цепью (TCR) протеинкиназа 70 кДа
RAC3 Малый ГТФ-связывающий белок семейства Rho
RAC2 Малый ГТФ-связывающий белок семейства Rho
RAC1 Малый ГТФ-связывающий белок семейства Rho

RAP1A Член семейства Ras малых ГТФ-связывающих белков
RAPGEF1 Фактор обмена Rapan-гуаниновых нуклеотидов (GEF) 1

RAP2A RAP2A, член семейства онкогенов РАН
VAV1 Vav-1 – фактор обмена гуаниновых нуклеотидов
VAV2 Vav-2 – фактор обмена гуаниновых нуклеотидов
VAV3 Vav-3 – фактор обмена гуаниновых нуклеотидов

PLCB1 Фосфолипаза С, 1 (фосфоинозитид-специфичная)
FCGR3A FcRIIIa, рецептор Fc-фрагмента IgG, низкое сродство (CD16a)
PLCG1 Фосфолипаза С, γ 1
PLCG2 Фосфолипаза С, γ 2
PIK3R3 Фосфоинозитид-3-киназа, регуляторная субъединица 3 (γ)
PIK3R1 Фосфоинозитид-3-киназа, регуляторная субъединица 1 (α)

PIK3C2G Фосфатидилинозитол-4-фосфат-3-киназа, каталитическая субъединица типа 2γ
IFNA1 ИФН-α1
IFNA6 ИФН-α6

IFNAR1 Рецептор ИФН (α, и ω) 1
IFNA21 ИФН-α21
STAT2 Преобразователь сигнала и активатор транскрипции 2, 113 кДа

STAT5A Преобразователь сигнала и активатор транскрипции 5А
STAT6 Преобразователь сигнала и активатор транскрипции 6, индуцированный ИЛ-4

MAPK8IP1 MAPK 8, взаимодействующий белок 1
MAP2K7 MAPK-киназа 7
MAP4K2 MAPK-киназа 2
MAP3K6 MAPK-киназа 6

MAPKAPK5 MAPK 5
MAPK8 MAPK 8

MAP3K14 MAPK-киназа 14
MAPKAPK3 MAPK 3

MAPK13 MAPK 13
MAP3K10 MAPK-киназа 10
MAPK10 MAPK 10
MAP2K2 MAPK-киназа 2
MAP4K3 MAPK-киназа 3
TNFRSF9 Суперсемейство рецепторов ФНО, член 9

TNFRSF10B Суперсемейство рецепторов ФНО, член 10
TNFRSF13C Суперсемейство рецепторов ФНО, член 13
TNFRSF14 Суперсемейство рецепторов ФНО, член 14
TNFSF18 Суперсемейство ФНО (лиганд), член 18
TNFAIP6 ФНОα-индуцированный белок 6

в первые 6 ч и сохраняет повышенные значения на про-
тяжении 16 ч, при этом экспрессия гена CRK остается 
без изменений.

Данные табл. 2 показывают, что уровень экспрес-
сии гена FYN, кодирующего тирозинкиназу семейства 
Src, которая участвует в регуляции клеточного роста 

и в перфорин-зависимом уничтожении инфицирован-
ных НК-клеток, не изменялся под действием ГМДП-А. 
Экспрессия гена SYK, кодирующего другую тирозинки-
назу, которая участвует в передаче сигнала от несколь-
ких мембранных рецепторов, под влиянием ГМДП-А 
уменьшалась почти в два раза. Этот эффект был непро-
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Таблица 2. Экспрессия генов в НК-клетках под влиянием ГМДП-А (10 мкг/мл)

Ген Образец 1 Образец 2 Образец 3 Образец 4 Образец 5
время инкубации с ГМДП-А (10 мкг/мл), ч

6 16 6 16 6 16 6 16 6 16
CRKL 1,67* 1,41* 1,56* 1,26 1,72* 1,41* 1,70* 1,48* 1,47* 1,37
CRK 1,06 1,19 1,06 1,12 1,11 1,13 1,23 1,20 1,06 0,95
FYN 1,05 1,21 0,93 1,17 0,98 1,19 1,16 1,28 0,87 1,08
SYK 0,47* 0,87 0,45* 0,71 0,61* 0,82 0,50* 0,98 0,49* 0,84

ZAP70 0,82 1,56* 0,82 1,44* 0,94 1,61* 1,04 1,67* 0,83 1,45*
RAC3 1,26 1,63* 0,98 1,58* 1,10 1,62* 1,28 1,82* 0,93 1,39
RAC2 1,21 1,06 1,11 1,06 1,13 1,14 1,34 1,07 1,17 1,03
RAC1 0,78 0,79 0,69 0,60 0,74 0,65 0,93 0,91 0,72 0,74

RAP1A 1,19 1,68* 1,05 1,62* 1,31 1,67* 1,40 1,79* 1,22 1,68*
RAPGEF1 1,21 1,46* 1,16 1,37 1,34 1,47* 1,28 1,47* 1,01 1,15

RAP2A 1,48* 1,41 1,29 1,33 1,30 1,44* 1,72* 1,42* 1,41* 1,34
VAV3 0,84 1,91* 0,81 1,89* 0,84 1,97* 0,99 1,98* 0,72 1,91*
VAV2 1,31 1,56* 1,29 1,51* 1,31 1,78* 1,32 1,58* 1,27 1,38
VAV1 0,54* 0,59* 0,47* 0,37* 0,58* 0,43* 0,55* 0,67 0,36* 0,46*

PLCB1 1,07 2,38* 0,95 2,21* 0,99 2,44* 1,11 2,43* 0,91 2,14*
FCGR3A 1,13 2,02* 0,98 1,82* 1,02 1,94* 1,18 2,11* 0,97 1,77*
PLCG1 0,82 1,29 0,78 1,14 0,98 1,17 0,95 1,30 0,84 1,14
PLCG2 0,55* 0,39* 0,46* 0,37* 0,46* 0,41* 0,55* 0,44* 0,41* 0,20*
PIK3R3 1,92* 2,07* 1,79* 2,04* 1,85* 2,09* 1,94* 2,09* 1,75* 2,04*
PIK3R1 1,06 1,66* 1,03 1,54* 1,11 1,55* 1,21 1,66* 1,04 1,57*

PIK3C2G 1,46* 1,37 1,34 1,24 1,44* 1,29 1,67* 1,40 1,47 1,21
IFNA1 1,45* 2,34* 1,26 2,23* 1,26 2,28* 1,48* 2,36* 1,32 2,25*
IFNA6 1,52* 2,02* 1,47* 1,99* 1,55* 2,18* 1,54* 2,13* 1,47* 2,04*

IFNAR1 1,24 1,83* 1,21 1,72* 1,43* 2,00* 1,43* 1,85* 1,19 1,78*
IFNA21 0,65 1,70* 0,45* 1,69* 0,60 1,76* 0,67 1,74* 0,52* 1,72*
STAT6 1,04 2,33* 0,81 2,30* 0,91 2,32* 1,10 2,41* 0,93 2,31*

STAT5A 1,29 1,64* 1,00 1,49* 1,00 1,72* 1,42* 1,74* 1,18 1,52*
STAT2 0,92 1,47* 0,92 1,44* 1,08 1,52* 1,08 1,50* 0,97 1,43*

MAPK8IP1 1,10 2,74* 0,87 2,55* 0,96 2,65* 1,15 2,76* 0,90 2,51*
MAP2K7 2,32* 2,37* 2,21* 2,26* 2,26* 2,51* 2,41* 2,42* 2,22* 2,23*
MAP4K2 1,22 2,16* 1,20 2,15* 1,25 2,40* 1,28 2,18* 1,23 1,95*
MAP3K6 1,79* 2,13* 1,76* 2,10* 1,84* 2,13* 1,92* 2,19* 1,82* 2,14*

MAPKAPK5 0,59 2,03* 0,54 2,01* 0,57 2,01* 0,72 2,10* 0,43* 1,95*
MAPK8 0,66 1,84* 0,45* 1,74* 0,61 1,77* 0,78 1,86* 0,48* 1,75*

MAP3K14 0,76 1,84* 0,71 1,75* 0,94 1,82* 1,03 1,88* 0,74 1,83*
MAPKAPK3 1,38 1,80* 1,37 1,76* 1,38 1,81* 1,39 1,88* 1,38 1,71*

MAPK13 1,51* 1,79* 1,49* 1,74* 1,57* 1,81* 1,60* 1,81* 1,51* 1,77*
MAP3K10 0,89 1,59* 0,75 1,52* 0,79 1,52* 0,91 1,66* 0,78 1,54*
MAPK10 1,08 1,53* 0,95 1,36* 1,12 1,36* 1,11 1,61* 0,79 1,34*
MAP2K2 0,84 1,46* 0,84 1,37* 1,04 1,45* 0,96 1,48* 0,91 1,22*
MAP4K3 1,19 1,41* 1,09 1,32* 1,11 1,36* 1,34 1,53* 1,06 1,34*
TNFRSF9 0,80 3,32* 0,56* 3,30* 0,58* 3,37* 0,92 3,32* 0,58 3,23*
TNFRSF14 1,61* 2,29* 1,53* 2,23* 1,55* 2,25* 1,65* 2,46* 1,44* 2,28*
TNFSF18 2,11* 1,63* 2,11* 1,58* 2,12* 1,65* 2,20* 1,79* 2,11* 1,66*
TNFAIP6 0,74 1,61* 0,63 1,55* 0,64 1,69* 0,80 1,66* 0,69 1,62*

TNFRSF13C 0,80 1,59* 0,54 1,57* 0,55* 1,81* 0,82 1,86* 0,59 1,56*
TNFRSF10B 1,00 1,54* 0,82 1,53* 1,04 1,63* 1,18 1,54* 0,85 1,53*

Примечание. Здесь и на рис. 1–4 представлены значения отношения lnA/lnK, где lnA – натуральный логарифм нормализованного 
значения сигнала в опытной пробе А (инкубация с  ГМДП-А); lnK – то же, но для контрольной пробы К (инкубация клеток в от-
сутствие ГМДП-А). * – р < 0,05 – достоверность различий в опытной пробе (А) по сравнению с контрольной пробой (К). 
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должительным и наблюдался только в первые 6 ч воз-
действия препарата (рис. 2). 

Обнаружено, что экспрессия гена ZAP70 под дей-
ствием ГМДП-А не изменялась через 6 ч и значи-
тельно, на 50 %, увеличивалась через 16 ч. Экспрессия 
генов RAPGEF1 и RAP2A в НК-клетках под действием 
ГМДП-А существенно не изменяется; только экспрес-
сия гена RAP1A достоверно увеличивалась во всех об-
разцах НК-клетках через 16 ч. ГМДП-А в значительной 
степени влияет и на экспрессию генов семейства VAV, 
продукты которых являются сигнальными медиаторами 
для семейства малых ГТФ-связывающих белков Rho/
Rac, опосредующих обмен гуаниновых нуклеотидов. 
Экспрессия гена VAV1 достоверно уменьшалась через 
6 ч во всех образцах НК-клеток в 2–2,5 раза, и это умень-
шение сохранялось в течение всего 16-часового периода 
наблюдения. В противоположность этому под воздей-
ствием ГМДП-А экспрессия генов VAV2 и VAV3 уве-
личивалась практически во всех образцах НК-клеток, 
но только через 16 ч. ГМДП-А через 16 ч достоверно 
увеличивал экспрессию гена PLCB1 более чем 2 раза во 
всех образцах культивируемых НК-клеток (см. табл. 2).

Полученные результаты указывают на выражен-
ную ГМДП-А-индуцированную экспрессию генов 
PIK3R1 и PIK3R3, кодирующих изоформы регулятор-
ных субъединиц фосфоинозитид-3-киназы PI3K класса 
I в НК-клетках, и в особенности PIK3R3, транскрипция 
которой была усилена под воздействием препарата бо-
лее чем в 2 раза. Транскрипция другой субьединицы – 
PIK3C2G, относящейся к ферментам PI3K класса II, 
характеризовалась лишь слегка повышенным уровнем 
в некоторых культурах НК-клеток, стимулированных 
ГМДП-А. Через 16 ч воздействия ГМДП-А в НК-клетках 
наблюдалось увеличение на 77–110 % экспрессии гена 
FCGR3A, кодирующего низкоаффинный рецептор Fc-
фрагмента IgG (CD16a).

При исследовании экспрессии генов PLСG1 и PLСG2 
в НК-клетках человека обнаружено, что, в отличие от 
гена PLCB1, экспрессия гена PLСG2 под воздействием 

ГМДП-А во всех пяти образцах НК-клеток более чем 
двукратно уменьшалась через 6 ч и в еще более значи-
тельной степени – через 16 ч (p < 0,05). Выраженные из-
менения транскрипционной активности аналогичного 
по функции гена PLСG1 практически отсутствовали 
(p > 0,05) (рис. 3).

ГМДП-А стимулировал экспрессию генов ИФН 1-го 
типа и их рецептора, причем содержание транскриптов 
генов IFNA1 и IFNA6 повышалось в значительной сте-
пени уже через 6 ч, а через 16 ч их экспрессия увели-
чивалась более чем вдвое. При этом уровень экспрес-
сии гена IFNA21 через 6 ч понижался почти в 2 раза 
и троекратно возрастал по отношению к первоначаль-
ному падению к 16 ч инкубации с препаратом. Повы-
шенная экспрессия гена рецептора ИФН-α – IFNAR1 – 
наблюдалась уже в первые 6 ч и еще через 10 ч экс-
прессия гена продолжала увеличиваться. Под воздей-
ствием ГМДП-А в течение 16 ч экспрессия генов STAT, 
продукты которых участвуют в передаче сигналов 

Рис. 1. Экспрессия генов CRKL и CRK в НК-клетках под дей-
ствием ГМДП-А в течение 6 и 16 ч
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Рис. 2. Экспрессия генов SYK и ZAP70 в НК-клетках под дей-
ствием ГМДП-А в течение 6 и 16 ч
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Рис. 3. Экспрессия генов фосфатидилинозитол-специфиче-
ской фосфолипазы Cγ-1 (PLCG1) и фосфатидилинозитол-
специфической фосфолипазы Cγ-2 (PLCG2) в НК-клетках 
под действием ГМДП-А в течение 6 и 16 ч
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и активации транскрипции, стабильно увеличивалась 
во всех образцах. Наблюдалось более чем двукрат-
ное усиление экспрессии гена TNFSF18 уже через 6 ч 
инкубации НК-клеток с ГМДП-А, полуторакратное 
увеличение экспрессии генов TNFAIP6, TNFRSF13C, 
TNFRSF10B и двукратное увеличение экспрессии генов 
TNFRSF9, TNFRSF14, TNFSF18 в НК-клетках через 16 ч 
(см. табл. 2). 

Активация экспрессии генов, кодирующих белки 
MAPK-пути, наблюдалась в отношении всех изученных 
участников сигнального пути МАРК уже через 6 ч воз-
действия ГМДП-А. Экспрессия двух из них – MAP3K6 
и MAP2K7 – возрастала более чем вдвое через 16 ч по-
сле добавления препарата в культуру клеток (рис. 4).

Обсуждение 
Как видно из табл. 2, ГМДП-А воздействует на раз-

личные этапы фосфорилирования MAPK, гидролиз 
фосфолипидов, экспрессию адаптерных белков и ре-
цепторов, ответственных за связывание с иммуногло-
булинами и цитокинами. Известно, что сигнальные 
адаптеры CrkL и Crk, интегрируя внешние и внутрен-
ние клеточные сигналы, координируют динамическую 
активацию клеточных сигнальных путей, обеспечива-
ющих регуляцию альтернативного сплайсинга молекул 
РНК – процесса, критически значимого для онкогенеза. 
Crk, начиная с эмбриогенеза, регулирует различные 
внутриклеточные события, которые требуют организо-
ванной динамики цитоскелета. Его постоянное наличие 
является важным условием для поддержания нормаль-
ного функционирования клетки. Нокдаун как CRK, так 
и CRKL в фибробластах приводил к уменьшению пло-
щади клеточной поверхности и образованию округлого 
клеточного фенотипа. Эти морфологические изменения 
сопровождались уменьшением участков адгезии, сни-
жением количества примембранных актиновых микро-
филаментов и разрушением микротрубочек. Кроме 
того, снижалась спонтанная подвижность клеток, в том 
числе – в тесте заживления «раневого» повреждения 

in vitro. Дальнейшие исследования сигнальной транс-
дукции в цитотоксическом иммунологическом синапсе 
НК-клеток показали, что нокдаун гена CRKL значи-
тельно уменьшал конъюгацию, дегрануляцию и цито-
токсичность НК-клеток, накопление как F-актина, так 
и фосфорилированного Vav-1 в цитотоксическом имму-
нологическом синапсе. При этом нарушалась поляри-
зация центра организации микротрубочек у рецептора 
NKG2D, необходимого для проявления цитотоксич-
ности НК-клеток. Кроме того, нокдаун CRKL приво-
дил к снижению накопления лигандов CD16 и NKG2D 
на мембране НК-клеток [25]. В других экспериментах 
была продемонстрирована существенная роль белков 
Crk и CrkL в контроле активации и ингибирования 
НК-клеток, в том числе в активации рецептора CD16 
и фосфорилированного Vav-1 [26]. Поэтому представ-
ляло интерес исследовать эффект ГМДП-А на экспрес-
сию CRKL в НК-клетках человека. Обнаруженное в дан-
ном исследовании значительное увеличение экспрессии 
гена CRKL под действием ГМДП-А может лежать в ос-
нове возрастания цитотоксичности НК-клеток под вли-
янием препарата, обнаруженной ранее [27].

Известно, что Syk опосредует разнообразные 
биологические функции, включая клеточную адге-
зию, ангиогенез. Syk активируется лектинами С-типа 
и интегринами и запускает CARD9/CARMA1-BCL10-
MALT1-путь и NLRP3-зависимое воспаление. Syk 
играет существенную роль в аллергических и аутоим-
мунных заболеваниях, а также в развитии гематологи-
ческих злокачественных новообразований, таких как 
В-клеточные лимфомы. Новый ингибитор Syk оказывал 
выраженные клинически благоприятные эффекты при 
ревматоидном артрите человека, В-клеточных лимфо-
мах, тромбоцитопении [28]. 

В отличие от эволюционно более древней Syk-
киназы, представленной у дрозофилы и во всех гемопо-
этических клетках млекопитающих, Zap-70 преимуще-
ственно экспрессируется в НК-клетках и Т-лимфоцитах. 
Нокдаун генов SYK и ZAP70 предотвращает реакции 
FcγR-опосредованной антителозависимой клеточно-
опосредованной цитотоксичности [29]. Данные табл. 2 
указывают на то, что в отличие от ингибирующего эф-
фекта на экспрессию гена SYK, ГМДП-А через 16 ч на 
50 % увеличивал уровень экспрессии гена ZAP70. Воз-
можно, что именно Zap-70-зависимые процессы необхо-
димы для активации препаратом ГМДП-А цитотоксичес-
кого механизма НК-клеток, тогда как снижение уровня 
Syk-киназы под действием ГМДП-А может иметь зна-
чение для запуска других сигнальных путей, что объяс-
няет положительный эффект ГМДП-А в модели септи-
ческого шока [30], а также клинический эффект ГМДП, 
прототипа ГМДП-А при лечении аллергических заболе-
ваний [31], псориаза [32], тромбо- и цитопений [33].

Компоненты сигнального пути RAP1 – низкомоле-
кулярные ГТФазы семейства RAS. Белки RAP контро-
лируют формирование иммунологического синапса 
в иммунокомпетентных клетках, их миграцию и ад-
гезию к клеткам-мишеням, играя значительную роль 

Рис. 4. Экспрессия генов MAP2K7 и MAP3K6 в НК-
клетках под действием ГМДП-А в течение 6 и 16 ч
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в поддержании функциональной активности НК-клеток. 
Интересно, что в НК-клетках человека именно продукт 
гена RAP1A опосредует NKG2D-стимулированную ак-
тивацию CrkL-регулируемого цитотоксического меха-
низма, опосредованного адгезией НК-клеток, поляри-
зацией цитотоксических гранул и их экзоцитозом [34]. 
Поэтому обнаруженные в нашем исследовании сти-
мулирующие эффекты ГМДП-А на экспрессию обоих 
генов – CRKL и RAP1A – указывают на общность сиг-
нальных механизмов, инициируемых ГМДП-А и за-
пускаемых в естественных условиях через активацию 
рецептора NKG2D. 

Усиление активности НК-клеток человека опосреду-
ется сигнальными механизмами, в которых участвуют 
и Vav-1, и Vav-2. Однако воздействие ГМДП-А при-
водило к усилению экспрессии только гена VAV2, что, 
возможно, может отличать сигнальные механизмы, 
запускаемые ГМДП-А и NKG2D: в последнем слу-
чае вовлечение именно сигнального медиатора Vav-1 
с участием трансмембраного адаптора DAP-10 является 
основным механизмом, приводящим к запуску эффек-
торных элементов цитотоксичности НК-клеток. 

Ген PLCB1 кодирует фосфолипазу Сb(PLCB)-1, 
которая катализирует образование инозитол-1,4,5-
трифосфата и диацилглицерина из фосфатидилинозитол-
4,5-дифосфата. Ген PLCB1 играет решающую роль в за-
пуске программы, ответственной за дифференцировку 
миобластов и остеогенез у мыши. Продукт гена PLCB1 – 
изоформа PI-PLCB1 – определяет внутриядерный фос-
фоинозитидный цикл, при котором активация ядерного 
PI-PLC приводит к генерации диацилглицерина внутри 
ядра. Метаболизм фосфоинозитида в ядре, открытый 
еще в 1987 г. L. Cocco [35], связан с контролем проли-
ферации и дифференцировки различных клеток, в том 
числе НК-клеток. Было показано, что, несмотря на су-
ществование двух других изоформ PLCb, только PLCB1 
характеризовалась исключительной локализацией 
в ядре, где она контролирует фосфотидилинозитид-
связанные сигнальные процессы в НК-клетках, сти-
мулированных ИЛ-2. При этом активацию PI-PLCB1 
в ядре путем фосфорилирования осуществляла трансло-
цированная в ядро МАР-киназа, распознающая после-
довательности аминокислот 980–983 (Pro-Ser-Ser-Pro) 
в структуре PLCB1. Интересно, что подобная актива-
ция PI-PLCB1 и обусловленные ею фосфоинозитид-
связанные процессы в ядре, приводящие к выраженной 
цитотоксической активности клеток, были обнаружены 
и при генерации цитотоксических НК-клеток с помо-
щью других провоспалительных цитокинов – ИЛ-12 
и ИЛ-15 [36]. Следует полагать, что ГМДП-А, вызвав-
ший усиление экспрессии гена PLCB1, имитирует сиг-
нальные процессы, общие для ключевых цитокинов им-
мунной системы – ИЛ-2, ИЛ-12 и ИЛ-15 и приводящие 
к тому же результату – усилению цитотоксической ак-
тивности НК-клеток.

Рецептор FcRIIIa/CD16a участвует в опосредован-
ных НК-клетками реакциях АЗКЦ. Достоверное уве-
личение экспрессии гена FCGR3A объясняет способ-

ность ГМДП-А повышать цитотоксическую активность 
НК-клеток.

Другой фосфатидилинозитол-специфический фер-
мент – фосфолипаза Сγ (PLСG), катализирующий гид-
ролиз фосфолипидов, также контролирует процессы 
пролиферации и миграции клеток. Ферменты PLСG1 
и PLСG2 локализуются в цитоплазме клеток и являются 
частью сигнального комплекса, передающего активи-
рующие сигналы в пределах цитоплазмы НК-клеток. 
Фосфорилированные молекулы PLСG1 и PLСG2 ини-
циируют запуск катионами Са2+ дегрануляции цитоток-
сических клеток [37]. 

Данные,  полученные по уровню экспрессии генов 
PLСG1 и PLСG2,  свидетельствуют в пользу того, что 
ГМДП-А противоположным образом модулирует экс-
прессию генов, кодирующих фосфолипазы Сb и Сγ. 
Возможно, такая высокодифференцированная лекар-
ственно индуцированная модуляция генной экспрессии 
и определяет специфику индукции ГМДП-А различных 
сигнальных механизмов, контролирующих цитотокси-
ческие реакции НК-клеток. 

ГМДП-А стимулирует экспрессию генов ИФН 1-го 
типа и их рецептора. Ранее было показано, что ИФН-α 
необходим для проявления активности НК-клеток [38]. 
Более того, наличие ИФН-α в микроокружении опухоли 
оказалось необходимым для терапевтической анти-
метастатической активности НК-клеток у мышей [39]. 
Можно полагать, что вызванное ГМДП-А увеличение 
экспрессии генов ИФН 1-го типа и его рецептора, вы-
явленное в нашей работе, усиливает функциональную 
активность НК-клеток. 

Транскрипция генов STAT имеет непосредственное 
отношение к усилению продукции медиаторов иммуни-
тета, созреванию и выживанию НК-клеток. Так, STAT6 
определяет продукцию Th2-цитокинов ИЛ-4, ИЛ-5 
и ИЛ-13 с антивоспалительной активностью, STAT5A 
контролирует процессы созревания НК-клеток и про-
тиводействует их гибели, а STAT2 входит в тример-
ный комплекс ISGF3, способствующий выживанию 
НК-клеток при вирусной инфекции. Таким образом, 
ГМДП-А способен усиливать потенциалы выживаемо-
сти и противовоспалительной активности НК-клеток 
человека, что особенно важно при длительном воздей-
ствии цитоплазматического стресса и окислительного 
стресса, которым подвергаются НК-клетки, особенно 
в период развития таких патологических процессов 
в организме, как рак, бактериальные, вирусные и па-
разитарные инфекции, хронические критические 
состояния. 

MAP2K7 и MAP2K4 являются единственными из-
вестными киназами, которые непосредственно акти-
вируют стресс-активируемые протеинкиназы c-Jun 
(N-концевые киназы MAPK8/JNK1, MAPK9/JNK2 
и MAPK10/JNK3). Киназа MAP2K7 специфически ак-
тивирует JNK, которые, в свою очередь, активируют 
субстраты, в том числе факторы транскрипции или про-
апоптотические белки. MAP2K7 необходим для акти-
вации JNK, осуществляемой двойным фосфорилирова-
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нием JNK по Thr183 и Tyr185 (P-JNK). Обнаруженное 
стойкое увеличение экспрессии изученных генов сиг-
нального пути МАРК при воздействии ГМДП-А свиде-
тельствует о том, что препарат способен поддерживать 
МАРК-зависимый сигнальный путь, необходимый для 
генерации НК-клеток, включая поляризацию цитоток-
сических гранул, для проявления функциональной ак-
тивности НК-клеток [40]. 

Секретируемые и мембраноассоциированные белки, 
принадлежащие к семействам ФНО и их рецепторам, 
участвуют в активации клеток врожденного иммуни-
тета, в том числе НК-клеток. Интересно, что повы-
шенная экспрессия генов TNFRSF9 и TNFRSF14 была 
отмечена в НК-клетках пациентов, перенесших транс-
плантацию почки, после активации низкоаффинных 
Fc-рецепторов (CD16a) донор-специфическими анти-
HLA-антителами [41]. Обнаруженное в нашем иссле-
довании усиление экспрессии этих генов указывает на 
общность сигнальных путей, инициированных антите-
лами через CD16, и процессов, запускаемых ГМДП-А. 

Полученные результаты по изучению эффекта 
ГМДП-А на транскриптом НК-клеток человека сви-
детельствует о способности иммуномодулирующего 
препарата значительно изменять экспрессию многих 
генов, контролирующих сигнальные пути активации 
НК-клеток. Совокупность экспериментальных данных 
позволяет заключить, что ГМДП-А может быть эффек-
тивным средством противодействия ранним этапам 

онкогенной и вирусной трансформации для пациентов 
с дефектами клеточного звена иммунитета.

Выводы
1. Инкубация выделенных НК-клеток человека 

с ГМДП-А in vitro приводит к 1,5–2,5-кратному увели-
чению уровня транскриптов следующих генов, ассо-
циированных с процессами трансдукции сигналов от 
рецепторов НК-клеток (в скобках указаны контролируе-
мые генами параметры функционирования клеток):

1) STAT5A, STAT2 (связаны с выживанием НК-
клеток);

2) PLCB1, PIK3R1 и PIK3R3 (связаны с метаболиз-
мом фосфолипидов);

3) STAT6 (связаны с продукцией противовоспали-
тельных цитокинов);

4) CRKL, VAV-2, ZAP70, RAP1A, PLCB1, FCGR3A, 
семейство MAPK, IFNA1, TNFRSF9, TNFSF14 (связаны 
с цитотоксическими реакциями НК-клеток).

2. Изменения экспрессии генов PLCB1 и CRKL/
RAP1A, индуцированные ГМДП-А в НК-клетках, ими-
тируют эффекты, наблюдаемые при активации НК-
клеток цитокинами ИЛ-2, ИЛ-12, ИЛ-15 или лигандами 
рецептора NKG2D, соответственно. 

3. Профиль сигнальных путей, определяемый по из-
менению транскриптома НК-клеток под воздействием 
ГМДП-А, помогает объяснить обнаруженный ранее 
противоопухолевый эффект препарата [42].

1. Гурьянова С.В., Хаитов Р.М. Глюкозаминилмурамилдипеп-
тид – ГМДП: воздействие на мукозальный иммунитет (к вопросу 
иммунотерапии и иммунопрофилактики). Иммунология. 2020; 41 
(2): 174–83.

2. Abramashvili Yu.G., Kolesnikova N.V., Borisova O.Yu., Gu-
ryanova S.V. Low molecular weight bioregulator of bacterial origin 
in condylomatosis therapy optimization. RUDN Journal of Medicine. 
2020; 24 (2): 163–7. DOI: 10.22363/2313-0245-2020-24-2-163-
167.

3. Гурьянова С.В., Борисова О.Ю., Колесникова Н.В., Лежа-
ва Н.Л., Козлов И.Г., Гудима Г.О. Влияние мурамилпептида на 
микробный состав микрофлоры ротовой полости. Иммунология. 
2019; 40 (6): 34–40. DOI: 10.24411/ 0206-4952-2019-16005.

4. Мещерякова E.A., Гурьянова С.В., Макаров E.A., Андроно-
ва T.M., Иванов В.Т. Структурно-функциональное исследование 
глюкозаминилмурамоилпептидов. Влияние химической моди-
фикации N-ацетилглюкозаминил-N-ацетилмурамоилдипептида  
на его иммуномодулирующие свойства in vivo и in vitro. 
Биoорганическая химия. 1991; 17: 1157–65.

5. Moretta A., Bottino C., Vitale M., Pende D. et al. Activating re-
ceptors and coreceptors involved in human natural killer cell-mediated 
cytolysis. Annu. Rev. 2001; 19: 197–223.

6. Pesce S., Greppi M., Grossi F., Del Zotto G. et al. PD/1-PD-Ls 
checkpoint: insight on the potential role of NK cells. Front. Immunol. 
2019; 10: 1242.

7. Vitale M., Della Chiesa M., Carlomagno S., Romagnani C. 
et al. The small subset of CD56brightCD16-natural killer cells is se-
lectively responsible for both cell proliferation and interferon-gamma 
production upon interaction with dendritic cells. Eur. J. Immunol. 
2004; 34 (6): 1715–22.

8. Dotiwala F., Lieberman J. Granulysin: killer lymphocyte safe-
guard against microbes. Curr. Opin. Immunol. 2019; 60: 19–29.

9. Zheng P., Hanson C., Liu D. Adaptor protein Crk-like (CrkL) 
controls natural killer cell function via regulating the accumulation of 
activating receptors and phosphorylated Vav-1 molecules at immu-

nological synapses (INM2P.433). J. Immunol. 2014; 192 (1 Suppl.): 
56.16.

10. Pugh J.L., Nemat-Gorgani N., Norman P.J., Guethlein L.A. 
et al. Human natural killer cells downregulate Zap70 and syk in re-
sponse to prolonged activation or DNA damage. J. Immunol. 2018; 
200 (3): 1146–58. DOI: 10.4049/jimmunol.1700542.

11. Kotelevets L., Chastre E. Rac1 signaling: from intestinal 
homeostasis to colorectal cancer metastasis. Cancers (Basel). 2020; 
12 (3). pii: E665. DOI: 10.3390/cancers12030665.

12. Minato N. Rap G protein signal in normal and disordered 
lymphohematopoiesis. Exp. Cell. Res. 2013; 319 (15): 2323–8. 
DOI: 10.1016/j.yexcr.2013.04.009.

13. Pearce A.C., Senis Y.A., Billadeau D.D., Turner M. et al. Vav1 
and vav3 have critical but redundant roles in mediating platelet activa-
tion by collagen. J. Biol. Chem. 2004; 279 (52): 53 955–62. 

14. Kerr W.G., Colucci F. Inositol phospholipid signaling and the 
biology of natural killer cells. J. Innate Immun. 2011; 3: 249–57.

15. Gulluni F., De Santis M.C., Margaria J.P., Martini M. et al. 
Class II PI3K functions in cell biology and disease. Trends Cell Biol. 
2019; 29 (4): 339–59. DOI: 10.1016/j.tcb.2019.01.001.

16. Moon W.Y., Powis S.J. Does natural killer cell defi ciency 
(NKD) increase the risk of cancer? NKD may increase the risk of some 
virus induced cancer. Front. Immunol. 2019; 10: 1703. DOI: 10.3389/
fi mmu.2019.01703.

17. Lee Y.H., Choi S.J., Ji J.D., Song G.G. Associations between 
functional FCGR2A R131H and FCGR3A F158V polymorphisms 
and responsiveness to TNF blockers in spondyloarthropathy, psoria-
sis and Crohn’s disease: a meta-analysis. Pharmacogenomics. 2016; 
13: 1465–77. DOI: 10.2217/pgs.16.27. 

18. Osterlund P.I., Pietilä T.E., Veckman V., Kotenko S.V. et al. 
IFN regulatory factor family members differentially regulate the ex-
pression of type III IFN (IFN-lambda) genes. J. Immunol. 2007; 179 
(6): 3434–42. DOI: 10.4049/jimmunol.179.6.3434.

19. Rogovskii V.S. The linkage between infl ammation and im-
mune tolerance: interfering with infl ammation in cancer. Curr. Cancer 

■ Литература 



247

Иммунология ■ Том 41 ■ № 3 ■ 2020

Гурьянова С.В., Гапонов А.М., Писарев В.М., Якушенко Е.В., Тутельян А.В., Александров И.А., Цыпандина Е.В., Козлов И.Г.
Глюкозаминилмурамилдипептид-кислота (ГМДП-А) модулирует внутриклеточные сигнальные пути натуральных киллерных клеток

Drug Targets. 2017; 17 (4): 325–32. DOI: 10.2174/15680096176661
70109110816.

20. Orton R.J., Sturm O.E., Vyshemirsky V., Calder M. et al. 
Computational modelling of the receptor-tyrosine-kinase-activated 
MAPK pathway. Biochem. J. 2005; 392 (2): 249–61. DOI: 10.1042/
BJ20050908.

21. Wallach D. The TNF cytokine family: one track in a road 
paved by many. Cytokine. 2013; 63 (3): 225–9. DOI: 10.1016/
j.cyto.2013.05.027.

22. Jewett A., Kos J., Fong Y., Ko M.W. et al. NK cells shape 
pancreatic and oral tumor microenvironments; role in inhibition of tu-
mor growth and metastasis. Semin. Cancer Biol. 2018; 53: 178–88. 
DOI: 10.1016/j.semcancer.2018.08.001.

23. Rostovtseva L.I., Andronova T.M., Malkova V.P., Soro-
kina I.B., Ivanov V.T. Synthesis and antitumor activity of glycopep-
tides containing N-acetylglucosaminyl-(1→4)-N-acetylmuramyl di-
saccharide unit. Bioorg. Khim. 1981; 7: 1843–58.

24. Курсаков С.В., Кузнецова Е.Г., Курылева О.М., Салома-
тина Л.А., Гурьянова С.В., Борисова О.Ю., Гудима Г.О., Севасть-
янов В.И. Разработка и валидация методики определения глюко-
заминилмурамилдипептида в водных растворах методом высоко-
эффективной жидкостной хроматографии. Иммунология. 2020; 
41 (1): 74–82. DOI: 10.33029/0206-4952-2020-41-1-74-82.

25. Liu D. The adaptor protein Crk in immune response. Immu-
nol. Cell Biol. 2014; 92: 80–9.

26. Liu D., Peterson M.E., Long E.O. The adaptor protein Crk 
controls activation and inhibition of natural killer cells. Immunity. 
2012; 36: 600–11. 

27. Гапонов А.М., Якушенко Е.В., Тутельян А.В., Писа-
рев В.М., Александров И.А., Андронова Т.М., Козлов И.Г. Про-
изводное мурамилдипептида (ГМДП-А) стимулирует цитоток-
сичность, экспрессию генов перфорина и рецептора ИЛ-18 НК-
клеток. Иммунология. 2019; 40 (5): 44–51.

28. Connell N.T., Berliner N. Fostamatinib for the treatment 
of chronic immune thrombocytopenia. Blood. 2019; 133 (19): 2027–
30. DOI: 10.1182/blood-2018-11-852491. 

29. Colucci F., Schweighoffer E., Tomasello E., Turner M. et al. 
Natural cytotoxicity uncoupled from the Syk and ZAP-70 intracellular 
kinases. Nat. Immunol. 2002; 3: 288–94.

30. Meshcheryakova E., Guryanova S., Makarov E., Alekse-
eva L. et al. Prevention of experimental septic shock by pretreatment 
of mice with muramyl peptides. Int. Immunopharmacol. 2001; 1 (9–
10): 1857–65.

31. Колесникова Н.В., Козлов И.Г., Гурьянова С.В., Ко-
ков Е.А., Андронова Т.М. Клинико-иммунологическая эффектив-
ность и перспективы использования мурамилдипептидов в лече-

нии атопических заболеваний. Медицинская иммунология. 2016; 
18 (1): 15–20.

32. Guryanova S., Udzhukhu V., Kubylinsky A. Pathogenetic 
therapy of psoriasis by muramyl peptide. Front. Immunol. 2019; 
10: 1275. DOI: 10.3389/fi mmu.2019.01275.

33. Манапова Э.Р., Фазылов В.Х., Гурьянова С.В. Цитопении 
и их коррекция при противовирусной терапии хронического гепа-
тита С у пациентов с генотипом 1. Вопросы вирусологии. 2017; 
629 (4): 174–8.

34. Segovis C.M., Schoon R.A., Dick C.J., Nacusi L.P., Leib-
son P.J., Billadeau D.D. PI3K links NKG2D signaling to a CrkL path-
way involved in natural killer cell adhesion, polarity, and granule se-
cretion. J. Immunol. 2009; 182 (11): 6933–42. DOI: 10.4049/jimmu-
nol.0803840.

35. Cocco L., Gilmour R.S., Ognibene A., Manzoli F.A., Irvi-
ne R.F. Synthesis of polyphosphoinositides in nuclei of Friend cells. 
Evidence for phosphoinositide metabolism inside the nucleus which 
changes with cell differentiation. Biochem. J. 1987; 248: 765–70.

36. Ponti C., Falconi M., Billi A.M., Faenza I. et al. IL-12 and 
IL-15 induce activation of nuclear PLCbeta in human natural killer 
cells. Int. J. Oncol. 2002; 20 (1): 149–53.

37. Matalon O., Fried S., Ben-Shmuel A., Pauker M.H., Jo-
seph N., Keizer D. et al. Dephosphorylation of the adaptor LAT and 
phospholipase C–g by SHP-1 inhibits natural killer cell cytotoxicity. 
Sci. Signal. 2016; 9: ra54.

38. Comet N.R., Aguiló J.I., Rathoré M.G., Catalán E. 
et al. IFNα signaling through PKC-θ is essential for antitu-
mor NK cell function. Oncoimmunology. 2014; 3 (8): e948705. 
DOI: 10.4161/21624011.2014.948705.

39. Takehara T., Uemura A., Tatsumi T., Suzuki T., Kimura R., 
Shiotani A., Ohkawa K., Kanto T., Hiramatsu N., Hayashi N. Natu-
ral killer cell-mediated ablation of metastatic liver tumors by hydro-
dynamic injection of IFNalpha gene to mice. Int. J. Cancer. 2007; 
120 (6): 1252–60. DOI: 10.1002/ijc.22152.

40. Li C., Ge B., Nicotra M., Stern J.N.H. et al. JNK MAP kinase 
activation is required for MTOC and granule polarization in NKG2D-
mediated NK cell cytotoxicity. Proc. Natl Acad. Sci. USA. 2008; 
105 (8): 3017–22. DOI: 10.1073/pnas.0712310105.

41. Parkes M.D., Halloran P.F., Hidalgo L.G. Evidence for 
CD16a-mediated NK cell stimulation in antibody-mediated kid-
ney transplant rejection. Transplantation. 2017; 101 (4): e102–11. 
DOI: 10.1097/TP.0000000000001586.

42. Гапонов А.М., Якушенко Е.В., Тутельян А.В., Козлов И.Г. 
Влияние производного мурамилдипептида (ГМДП-А) на линии 
опухолевых клеток, экспрессирующих NOD-2. Российский имму-
нологический журнал. 2018; 12 (21): 128–40.

1. Guryanova S.V., Khaitov R.M. Glucosaminylmuramyldipep-
tide – GMDP: mucosal immunotherapy and immunoprophylaxis. Im-
munologiya. 2020; 41 (2): 174–83. (in Russian)

2. Abramashvili Yu.G., Kolesnikova N.V., Borisova O.Yu., Gu-
ryanova S.V. Low molecular weight bioregulator of bacterial origin 
in condylomatosis therapy optimization. RUDN Journal of Medicine. 
2020; 24 (2): 163–7. DOI: 10.22363/2313-0245-2020-24-2-163-
167. 

3. Guryanova S.V., Borisova O.Yu., Kolesnikova N.V., Lezhava 
N.L., Kozlov I.G., Gudima G.O. Effect of muramyl peptide on the 
microbial landscape of the oral cavity. Immunologiya. 2019; 40 (6): 
34–40. DOI: 10.24411/ 0206-4952-2019-16005. (in Russian)

4. Meshcheryakova E.A., Guryanova S.V., Makarov E.A., Andro-
nova T.M., Ivanov V.T. Structure-function investigation of glucosamu-
ramylpeptides. Infl uence of chemical modifi cation of N-acetylglucos-
aminyl-N-acetylmuramyl dipeptide (GMDP) on its immunomodula-
tory properties in vivo and in vitro. Bioorganicheskaya khimiya. 1991; 
17 (9): 1157–65.

5. Moretta A., Bottino C., Vitale M., Pende D., et al. Activating 
receptors and coreceptors involved in human natural killer cell-medi-
ated cytolysis. Annu. Rev. 2001; 19: 197–223.

6. Pesce S., Greppi M., Grossi F., Del Zotto G., et al. PD/1-PD-Ls 
checkpoint: insight on the potential role of NK cells. Front. Immunol. 
2019; 10: 1242.

7. Vitale M., Della Chiesa M., Carlomagno S., Romagnani C., 
et al. The small subset of CD56brightCD16-natural killer cells is se-
lectively responsible for both cell proliferation and interferon-gamma 

production upon interaction with dendritic cells. Eur. J. Immunol. 
2004; 34 (6): 1715–22.

8. Dotiwala F., Lieberman J. Granulysin: killer lymphocyte safe-
guard against microbes. Curr. Opin. Immunol. 2019; 60: 19–29.

9. Zheng P., Hanson C., Liu D. Adaptor protein Crk-like (CrkL) 
controls natural killer cell function via regulating the accumulation 
of activating receptors and phosphorylated Vav-1 molecules at immu-
nological synapses (INM2P.433). J. Immunol. 2014; 192 (1 Suppl): 
56.16.

10. Pugh J.L., Nemat-Gorgani N., Norman P.J., Guethlein L.A., 
et al. Human natural killer cells downregulate Zap70 and syk in re-
sponse to prolonged activation or DNA damage. J. Immunol. 2018; 
200 (3): 1146–58. DOI: 10.4049/jimmunol.1700542.

11. Kotelevets L., Chastre E. Rac1 signaling: from intestinal 
homeostasis to colorectal cancer metastasis. Cancers (Basel). 2020; 
12 (3). pii: E665. DOI: 10.3390/cancers12030665.

12. Minato N. Rap G protein signal in normal and disordered 
lymphohematopoiesis. Exp. Cell. Res. 2013; 319 (15): 2323–8. DOI: 
10.1016/j.yexcr.2013.04.009.

13. Pearce A.C., Senis Y.A., Billadeau D.D., Turner M., et al. 
Vav1 and vav3 have critical but redundant roles in mediating platelet 
activation by collagen. J. Biol. Chem. 2004; 279 (52): 53 955–62. 

14. Kerr W.G., Colucci F. Inositol phospholipid signaling and the 
biology of natural killer cells. J. Innate Immun. 2011; 3: 249–57.

15. Gulluni F., De Santis M.C., Margaria J.P., Martini M., et al. 
Class II PI3K functions in cell biology and disease. Trends Cell Biol. 
2019; 29 (4): 339–59. DOI: 10.1016/j.tcb.2019.01.001.

■ References 



248

Иммунология ■ Том 41 ■ № 3 ■ 2020

Иммуномодуляторы   

16. Moon W.Y., Powis S.J. Does natural killer cell defi ciency 
(NKD) increase the risk of cancer? NKD may increase the risk of some 
virus induced cancer. Front. Immunol. 2019; 10: 1703. DOI: 10.3389/
fi mmu.2019.01703.

17. Lee Y.H., Choi S.J., Ji J.D., Song G.G. Associations between 
functional FCGR2A R131H and FCGR3A F158V polymorphisms 
and responsiveness to TNF blockers in spondyloarthropathy, psoriasis 
and Crohn’s disease: a meta-analysis. Pharmacogenomics. 2016; 13: 
1465–77. DOI: 10.2217/pgs.16.27. 

18. Osterlund P.I., Pietilä T.E., Veckman V., Kotenko S.V., et al. 
IFN regulatory factor family members differentially regulate the ex-
pression of type III IFN (IFN-lambda) genes. J. Immunol. 2007; 179 
(6): 3434–42. DOI: 10.4049/jimmunol.179.6.3434.

19. Rogovskii V.S. The linkage between infl ammation and im-
mune tolerance: interfering with infl ammation in cancer. Curr. Cancer 
Drug Targets. 2017; 17 (4): 325–32. DOI: 10.2174/15680096176661
70109110816.

20. Orton R.J., Sturm O.E., Vyshemirsky V., Calder M., et al. 
Computational modelling of the receptor-tyrosine-kinase-activated 
MAPK pathway. Biochem. J. 2005; 392 (2): 249–61. DOI: 10.1042/
BJ20050908.

21. Wallach D. The TNF cytokine family: one track in a road 
paved by many. Cytokine. 2013; 63 (3): 225–9. DOI: 10.1016/j.
cyto.2013.05.027.

22. Jewett A., Kos J., Fong Y., Ko M.W., et al. NK cells shape 
pancreatic and oral tumor microenvironments; role in inhibition of tu-
mor growth and metastasis. Semin. Cancer Biol. 2018; 53: 178–88. 
DOI: 10.1016/j.semcancer.2018.08.001.

23. Rostovtseva L.I., Andronova T.M., Malkova V.P., Sorokina 
I.B., Ivanov V.T. Synthesis and antitumor activity of glycopeptides 
containing N-acetylglucosaminyl-(1→4)-N-acetylmuramyl disaccha-
ride unit. Bioorganicheskaya khimiya. 1981; 7: 1843–58.

24. Kursakov S.V., Kuznetsova E.G., Kuryleva O.M., Saloma-
tina L.A., Guryanova S.V., Borisova O.Yu., Gudima G.O., Sevastya-
nov V.I. Development and validation of a method for glucosaminyl 
muramyl dipeptide determining in aqueous solutions by high perfor-
mance liquid chromatography. Immunologiya. 2020; 41 (1): 74–82. 
DOI: 10.33029/0206-4952-2020-41-1-74-82. (in Russian)

25. Liu D. The adaptor protein Crk in immune response. Immu-
nol. Cell Biol. 2014; 92: 80–9.

26. Liu D., Peterson M.E., Long E.O. The adaptor protein Crk 
controls activation and inhibition of natural killer cells. Immunity. 
2012; 36: 600–11. 

27. Gaponov A.M., Yakushenko E.V., Tutelyan A.V., Pisarev 
V.M., et al. Muramyl dipeptide derivative (GMDP-A) stimulates NK-
cell cytoticity, expression of perforin and receptor IL-18. Immunologi-
ya. 2019; 40 (5): 44–51. DOI: 10.24411/0206-4952-2019-15005. 
(in Russian)

28. Connell N.T., Berliner N. Fostamatinib for the treatment 
of chronic immune thrombocytopenia. Blood. 2019; 133 (19): 2027–
30. DOI: 10.1182/blood-2018-11-852491. 

29. Colucci F., Schweighoffer E., Tomasello E., Turner M., et al. 
Natural cytotoxicity uncoupled from the Syk and ZAP-70 intracellular 
kinases. Nat. Immunol. 2002; 3: 288–94.

30. Meshcheryakova E., Guryanova S., Makarov E., Alekseeva L., 
et al. Prevention of experimental septic shock by pretreatment 
of mice with muramyl peptides. Int. Immunopharmacol. 2001; 1 (9–
10): 1857–65.

31. Kolesnikova N.V., Kozlov I.G., Guryanova S.V., Kokov E.A., 
Andronova T.M. Clinical and immunological effi ciency of muramyl 
dipeptide in the treatment of atopic diseases. Meditsinskaya immu-
nologiya. 2016; 18 (1): 15–20. DOI: 10.15789/1563-0625-2016-1-15-
20 (in Russian)

32. Guryanova S., Udzhukhu V., Kubylinsky A. Pathogenetic 
therapy of psoriasis by muramyl peptide. Front. Immunol. 2019; 10: 
1275. DOI: 10.3389/fi mmu.2019.01275.

33. Manapova E.R., Fazylov V.Ch., Guryanova S.V. Cytopenias 
and their correction during antiviral therapy of chronic hepatitis C 
in patients with genotype 1. Voprosy virusologii. 2017; 62 (4): 174–8. 
(in Russian)

34. Segovis C.M., Schoon R.A., Dick C.J., Nacusi L.P., Leib-
son P.J., Billadeau D.D. PI3K links NKG2D signaling to a CrkL path-
way involved in natural killer cell adhesion, polarity, and granule se-
cretion. J. Immunol. 2009; 182 (11): 6933–42. DOI: 10.4049/jimmu-
nol.0803840.

35. Cocco L., Gilmour R.S., Ognibene A., Manzoli F.A., Irvi-
ne R.F. Synthesis of polyphosphoinositides in nuclei of Friend cells. 
Evidence for phosphoinositide metabolism inside the nucleus which 
changes with cell differentiation. Biochem. J. 1987; 248: 765–70.

36. Ponti C., Falconi M., Billi A.M., Faenza I., et al. IL-12 
and IL-15 induce activation of nuclear PLCbeta in human natural killer 
cells. Int. J. Oncol. 2002; 20 (1): 149–53.

37. Matalon O., Fried S., Ben-Shmuel A., Pauker M.H., Jo-
seph N., Keizer D., et al. Dephosphorylation of the adaptor LAT and 
phospholipase C–g by SHP-1 inhibits natural killer cell cytotoxicity. 
Sci. Signal. 2016; 9: ra54.

38. Comet N.R., Aguiló J.I., Rathoré M.G., Catalán E., 
et al. IFNα signaling through PKC-θ is essential for antitu-
mor NK cell function. Oncoimmunology. 2014; 3 (8): e948705. 
DOI: 10.4161/21624011.2014.948705.

39. Takehara T., Uemura A., Tatsumi T., Suzuki T., Kimura R., 
Shiotani A., Ohkawa K., Kanto T., Hiramatsu N., Hayashi N. Natural 
killer cell-mediated ablation of metastatic liver tumors by hydrody-
namic injection of IFNalpha gene to mice. Int. J. Cancer. 2007; 120 
(6): 1252–60. DOI: 10.1002/ijc.22152.

40. Li C., Ge B., Nicotra M., Stern J.N.H., et al. JNK MAP kinase 
activation is required for MTOC and granule polarization in NKG2D-
mediated NK cell cytotoxicity. Proc. Natl Acad. Sci. USA. 2008; 105 
(8): 3017–22. DOI: 10.1073/pnas.0712310105.

41. Parkes M.D., Halloran P.F., Hidalgo L.G. Evidence 
for CD16a-mediated NK cell stimulation in antibody-mediated kid-
ney transplant rejection. Transplantation. 2017; 101 (4): e102–11. 
DOI: 10.1097/TP.0000000000001586.

42. Gaponov A.M., Yakushenko E.V., Tutelyan A.V., Kozlov I.G. 
Infl uence of muramyl dipeptide derivative (GMDP-A) on NOD-2 
expressed tumor cell lines. Rossiyskiy immsunologicheskiy zhurnal. 
2018; 12 (21): 128–40. (in Russian)



249

Иммунология ■ Том 41 ■ № 3 ■ 2020

© Тихомирова А.Р., Рулева А.А., 2020

Тихомирова А.Р., Рулева А.А.

Клинико-иммунологическая эффективность 
отечественного иммунотропного препарата 
у детей при острых респираторных инфекциях 
с бронхообструктивным синдромом
Федеральное государственное бюджетное учреждение «Детский научно-клинический центр инфекционных 
болезней» Федерального медико-биологического агентства, 197022, г. Санкт-Петербург, Российская Федерация

Резюме
Введение. Частота развития бронхообструктивного синдрома (БОС) на фоне 

острых респираторных инфекций (ОРИ) у детей раннего возраста остается высо-
кой. У этой группы детей, по данным ранее проведенных исследований, выявлен 
сниженный иммунный ответ на инфекцию. Таким образом, целесообразно исполь-
зование иммуномодулирующей терапии у детей с бронхообструктивным синдромом 
при ОРИ. 

Цель исследования – оценить клиническую и иммунологическую эф фективность 
применения препарата альфа-глутамил-триптофан спрей у детей с БОС при ОРИ. 

Материал и методы. В статье представлены результаты рандомизированного двой-
ного слепого плацебо-контролируемого исследования применения препарата альфа-глу-
тамил-триптофан спрей у детей с БОС при ОРИ, проведенного в инфекционно-пульмо-
нологическом отделении СПБ ГБУЗ «ДГБ Св. Ольги»  с разрешения этического комитета 
ДГБ. В исследовании приняли участие дети в возрасте до 6 лет с наличием 2 и более 
эпизодов БОС на фоне ОРИ. Альфа-глутамил-триптофан назначали после купирования 
острой картины заболевания в течение 5 дней в виде спрея в дозе 25 мкг детям до 3 лет и 
50 мкг – старше 3 лет. Клиническую эффективность оценивали на основании сравнения 
исходных клинико-анамнестических данных с данными катамнеза через 6 мес после те-
рапии. Критериями оценки были частота и особенности течения ОРИ и БОС, количество 
госпитализаций. Иммунологическое исследование проводили дважды: в острый период 
заболевания и не ранее 18-го дня после приема препарата или плацебо. Определялось 
абсолютное и относительное количество лимфоцитов и их субпопуляций CD3+, CD4+, 
CD8+ (Т-лимфоциты); CD19+ (В-лимфоциты). Также оценивались функциональная ак-
тивность полиморфно-ядерных нейтрофилов, фагоцитарный показатель и фагоцитарное 
число, показатель завершенности фагоцитоза. 

Результаты. Использование альфа-глутамил-триптофана интраназально в виде спрея 
в комплексной терапии детей с БОС приводило к сокращению частоты и длительности 
заболеваний ОРИ, способствовало уменьшению эпизодов БОС на фоне ОРИ и улучше-
нию иммунологических параметров, заключающихся в нормализации уровня CD4+-Т-
клеток, нормализации соотношения CD4+/СD8+, снижению уровня провоспалительного 
цитокина ФНОα.

Заключение. Выявлено положительное влияние препарата на частоту, тяжесть и дли-
тельность ОРИ у детей с БОС. Благоприятные изменения иммунологических показате-
лей позволяют использовать альфа-глутамил-триптофан спрей в комплексной терапии 
ОРИ у детей с БОС и для профилактики их рецидивирующего течения.
Ключевые слова: дети; острые респираторные инфекции; бронхообструктивный синдром; альфа-глутамил-
триптофан; клиническая эффективность; иммунологическая эффективность
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Введение
Бронхообструктивный синдром (БОС) на протяже-

нии многих лет остается актуальной проблемой педиат-
рии. Отмечается увеличение его доли в нозологической 
структуре [1]. БОС у детей наиболее часто развивается 

на фоне респираторной инфекции при остром обструк-
тивном бронхите, бронхиолите или является приступом 
бронхиальной астмы (БА) [2–4]. Чаще всего БОС раз-
вивается у детей в возрасте до 5–6 лет.

Возникновению и рецидивированию БОС у детей 
раннего возраста, помимо возрастных особенностей 

Клиническая иммунология 

Tikhomirova A.R., Ruleva A.A.

Clinical and immunological effectiveness of an immunotropic 
drug in children with acute respiratory infections with 
bronchial obstructive syndrome
Pediatric Research and Clinical Center for Infectious Diseases of Federal Medico-Biological Agency, 197022, 
St. Petersburg, Russian Federation

Abstract
Introduction. The incidence of bronchial obstructive syndrome (BOS) against the back-

ground of acute respiratory infections (ARI) in young children remains high. This group 
of children, according to previous studies, revealed a reduced immune response to infection. 
Thus, it is advisable to use immunomodulating therapy in children with bronchial obstructive 
syndrome in ARI.

Aim of the study – to evaluate the clinical and immunological effectiveness of the use 
of the drug alpha-glutamyl-tryptophan spray in children with bronchial obstructive syndrome 
in acute respiratory infections.

Material and methods. The article presents the results of a randomized, double-blind, 
placebo-controlled study conducted in the infectious-pulmonological department of the St. Pe-
tersburg Children’s Hospital. The study involved children under the age of 6 years with the 
presence of 2 or more episodes of biofeedback on the background of ARI. Alpha-glutamyl-
tryptophan was prescribed after stopping the acute picture of the disease for 5 days in the form 
of a spray at a dose of 25 μg for children under 3 years old and 50 μg for older than 3 years. 
Clinical effi cacy was assessed by comparing baseline clinical history data with follow-up data 
6 months after therapy. The evaluation criteria were the frequency and characteristics of the 
course of acute respiratory infections and biofeedback, the number of hospitalizations. An im-
munological study was carried out twice: in the acute period of the disease and not earlier than 
the 18th day after taking the drug or placebo. The absolute and relative number of lymphocytes 
and their subpopulations CD3+, CD4+, CD8+ (T-lymphocytes), CD19+ (B-lymphocytes) were 
determined. Functional activity of polymorphonuclear neutrophils, phagocytic index (AF) and 
phagocytic number (PS), phagocytosis completion index (PZF) were estimated.

Results. The use of alpha-glutamyl-tryptophan intranasally in the form of a spray in the 
complex treatment of children with biofeedback led to a reduction in the frequency and dura-
tion of acute respiratory infections, helped to reduce the number of episodes of biofeedback 
against ARI and improved immunological parameters that normalize CD4+-T-cells level, nor-
malize the CD4+/CD8+ ratio, a decrease in the level of pro-infl ammatory cytokine TNFα.

Conclusion. Identifi ed positive effects of the drug on the frequency, severity and duration 
of ARI in children with biofeedback. Favorable changes in immunological parameters allow 
the use of alpha-glutamyl-tryptophan spray in the treatment of ARI in children with biofeed-
back and for the prevention of their recurrent course.
Keywords: children; acute respiratory infections; bronchial obstructive syndrome; alpha-glutamyl-tryptophan; clinical 
effi cacy; immunological effectiveness
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строения органов дыхания, способствует целый ряд 
факторов. Среди них выделяют фоновые состояния 
(рахит, дистрофии, гиперплазия вилочковой железы), 
большое количество контактов с инфекционными аген-
тами, неблагоприятную экологию [3, 4]. Согласно дан-
ным одного из опубликованных опросов, более поло-
вины (72 %) детей с острым обструктивным бронхитом 
имеют аллергическую отягощенность семейного анам-
неза [5]. Эти же факторы способствуют формированию 
транзиторной иммунной недостаточности, повышению 
частоты заболеваний острыми респираторными инфек-
циями (ОРИ) и их длительному течению [6]. Хорошо 
изучена ассоциация ОРИ с развитием и обострениями 
БА. В многочисленных исследованиях показана четкая 
корреляция между перенесенной в младенчестве ре-
спираторно-синцитиальной, риновирусной инфекцией 
и повышенным риском развития БА, при этом у детей 
с диагностированной БА 85 % обострений связано 
с эпизодами ОРИ [7].

Детей с повторными БОС, с точки зрения особенно-
стей иммунного ответа, можно считать иммунокомпро-
метированными. При исследовании иммунного статуса 
у этой группы детей выявляют различные нестойкие 
изменения в виде снижения продукции интерферона-γ 
(ИФН-γ), секреторного и сывороточного IgA, дизимму-
ноглобулинемии, нарушения фагоцитарных функций, 
дисфункции клеточного звена иммунитета [6, 8]. В ис-
следованиях, касающихся изучения иммунного ответа 
у детей с БОС на фоне ОРИ, отмечен сниженный им-
мунный ответ на инфекцию [3, 9]. Кроме того, некото-
рые микроорганизмы (вирусы, атипичные возбудители) 
сами изменяют иммунный ответ ребенка, увеличивая 
продукцию IgE, интерлейкинов (ИЛ) -4 и -5, фактора 
некроза опухоли (ФНО), при этом также уменьшая спо-
собность к синтезу ИФН-γ и функциональную актив-
ность фагоцитов [10].

Нарушения иммунного ответа у детей, страдающих 
БА, обусловлены в первую очередь патогенезом дан-
ного заболевания. В связи с тем, что у детей с БА прева-
лирует атопическая форма, изменения иммунного ста-
туса связаны с преобладанием Th-2 иммунного ответа 
[4]. Превалирование Т-клеток-хелперов 2-го типа (Th2) 
обеспечивает преимущественную дифференцировку 
В-лимфоцитов в IgE-продуцирующие клетки, снижение 
интенсивности образования ИФН и его физиологиче-
ского ингибирующего действия на синтез IgE, приво-
дящих к гиперпродукции последнего [13]. Перечислен-
ные особенности иммунного ответа, касающиеся детей 
с частыми острыми респираторными заболеваниями, 
в том числе с БОС и атопией, а также БА, обусловли-
вают целесообразность применения иммуномодулиру-
ющих препаратов с целью повышения эффективности 
лечения, профилактики осложненного и рецидивирую-
щего течения острых респираторных инфекций и БОС.

Ряд исследований с применением различных проти-
вовирусных препаратов с иммуномодулирующей актив-
ностью демонстрирует, что применение иммуномоду-
лятора в комплексной терапии рецидивирующего БОС 

у детей позволяет оптимизировать некоторые показа-
тели иммунного статуса. В частности, при применении 
отечественного препарата, представляющего собой 
комплекс антител к гистамину, CD4-клеткам и челове-
ческому ИФА-γ вызывал достоверное повышение коли-
чества NK-клеток, Т-лимфоцитов и В-лимфоцитов в сы-
воротке крови, показателя CD4+/CD8+ и снижение уровня 
CD8+-Т-лимфоцитов с маркером по отношению к группе 
сравнения [11]. Использование азоксимера бромида 
у детей с БА и рецидивирующим бронхитом сопрово-
ждалось повышением активности фагоцитоза нейтрофи-
лов [5]. Назначение рекомбинантного интерферона-α2b 
(рИФН-α2b) способствовало подавлению репликации 
респираторных вирусов, поляризации регуляции им-
мунного ответа по Th1-типу, положительной динамике 
показателей эффекторного клеточного и гуморального 
иммунного ответа, сокращению продолжительности 
симптомов заболевания [13].

Одним из препаратов, способствующих повышению 
противовирусной защиты, является альфа-глутамил-
триптофан (основа препарата Тимоген®). По химиче-
ской природе это синтетический дипептид, он имеет 
низкий риск индукции аллергических реакций, что дает 
возможность использования его у детей с аллергиче-
скими заболеваниями. Современные данные изучения 
механизмов противовирусной и иммуномодулирующей 
активности альфа-глутамил-триптофана дали основа-
ние полагать, что эти эффекты связаны с активацией 
группы генов TLR/RLR-сигнальных путей врожденного 
и адаптивного иммунитета и дифференцировкой пред-
шественников гемопоэтических стволовых клеток [14].

В ранее проведенных клинических исследованиях 
было показано, что применение альфа-глутамил-трип-
тофана приводит к нормализации иммунологических 
параметров, снижению частоты и продолжительности 
ОРИ, уменьшению количества эпизодов бронхиальной 
обструкции у детей с частыми ОРИ, острыми простыми 
бронхитами, острыми обструктивными бронхитами 
и БА [15]. Рандомизированные плацебо-контролиру-
емые исследования у детей с острым обструктивным 
бронхитом и БА ранее не проводили.

Цель настоящего исследования – оценить клиничес-
кую и иммунологическую эффективность препарата 
альфа-глутамил-триптофан в лекарственной форме 
спрея у детей с БОС при ОРИ.

Материал и методы
Исследование проводили в инфекционно-пульмо-

нологическом отделении СПБ ГБУЗ «ДГБ Св. Ольги» 
с разрешения этического комитета ДГБ. Критериями 
включения в исследование было наличие 2 и более 
эпизодов БОС на фоне ОРИ, а также возраст до 6 лет. 
Из исследования исключали пациентов, получающих 
длительное лечение системными кортикостероидами, 
а также с аутоиммунными и первичными иммунодефи-
цитными заболеваниями. Дизайн исследования: рандо-
мизированное двойное слепое плацебо-контролируемое 
исследование.
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После купирования острой картины заболевания, 
симптомов БОС и при нормализации температуры тела 
больным назначали иммуномодулирующий препарат, 
являющийся аналогом дипептида тимуса, альфа-глу-
тамил-триптофан в виде назального спрея, который 
вводился 1 раз в сутки в течение 5 дней в дозе 25 мкг 
детям до 3 лет и 50 мкг детям старше 3 лет. Назначение 
препарата было дополнительным к основной схеме ле-
чения. Пациенты с обструктивным бронхитом получали 
также бронхолитики, по показаниям – мукоактивные 
препараты, антибактериальную и/или противовирус-
ную терапию. Для купирования приступа БА на фоне 
ОРИ аналогично применяли вышеперечисленные пре-
параты. Кроме того, пациентам с БА назначали базис-
ную терапию в соответствии с международными про-
токолами лечения в зависимости от степени тяжести 
заболевания. 

Для оценки клинической эффективности иммуно-
модулирующей терапии анализировали исходные кли-
нико-анамнестические данные, а через 6 мес после 
терапии – данные катамнеза. Выяснялись частота и осо-
бенности течения ОРИ (температурная реакция, выра-
женность интоксикации, катаральных явлений, наличие 
осложнений, потребность в антибактериальной тера-
пии), частота и характер БОС (провокация приступов, 
время возникновения), количество госпитализаций по 
поводу ОРИ и/или БОС. 

Для лабораторной оценки эффективности альфа-
глутамил-триптофана проводили двукратное им-
мунологическое исследование. Первое выполняли 
в острый период заболевания, не позднее 4-х суток 
госпитализации, повторное – не ранее 18-го дня после 
приема дипептида или плацебо. Иммунологическое 
исследование проведено с помощью моноклональ-
ных антител и включало определение абсолютного 
и относительного количества лимфоцитов и их суб-
популяций: CD3+, CD4+, CD8+ (Т-лимфоциты); CD19+ 
(В-лимфоциты), CD56+ (НК-клетки), CD95+ (апопто-
тические клетки). 

Уровень иммуноглобулинов классов IgА, IgM, IgG 
в сыворотке крови исследовали по общепринятым ме-
тодикам. Циркулирующие иммунные комплексы сред-
ней молекулярной массы в сыворотке крови определяли 
спектрофотометрическим методом. Неспецифическую 
защиту оценивали при помощи определения числа 
НК-клеток, исследования функциональной активности 
полиморфноядерных нейтрофилов с помощью НСТ-
теста, а также определения фагоцитарного показателя 

(ФП), фагоцитарного числа (ФЧ) и показателя завер-
шенности фагоцитоза (ПЗФ). 

Статистическая обработка результатов проведена 
с помощью программного обеспечения Microsoft Offi ce 
Excel 2010 и Statistica 12.0. Критический уровень досто-
верности нулевой статистической гипотезы (р) прини-
мали равным 0,05.

Результаты 
В двойном слепом рандомизированном плацебо-

контролируемом исследовании приняли участие 
86 детей от 4 мес до 6 лет, которых госпитализировали 
с БОС на фоне ОРИ. Среди них 62 ребенка с установлен-
ным диагнозом БА и 24 ребенка с рецидивирующими 
обструктивными бронхитами (РОБ). Средний возраст 
и распределение пациентов по полу представлены 
в табл. 1.

Группы пациентов, получивших альфа-глутамил-
триптофан или плацебо, являлись однородными по тя-
жести течения ОРИ. Тяжесть течения ОРИ оценивали 
по степени выраженности основных симптомов (лихо-
радка, интоксикация, катаральные явления) в баллах 
от 1–3. 

При оценке клинической эффективности приме-
нения препарата было выявлено, что хотя бы один 
раз ОРИ переболели 68 (79,1 %) детей из 86 обследу-
емых. Среди них по результатам 6-месячного наблю-
дения перенесли ОРИ: 34 (75,6 %) пациентов, прини-
мавших дипептид, и 34 (82,9 %) – плацебо. При этом 
у пациентов, получивших альфа-глутамил-триптофан, 
частота ОРИ была ниже, чем у детей из группы реци-
пиентов плацебо. Частота ОРИ у детей, принимавших 
альфа-глутамил-триптофан, составила 1,56 ± 0,13 раз,
у детей, получавших плацебо – 2,12 ± 0,19 раза за 6 мес 
(р < 0,05). 

У детей, получивших иммунотропную терапию, 
реже возникало затяжное течение ОРИ более 7 дней. 
Также у больных из группы реципиентов альфа-глута-
мил-триптофана по сравнению с детьми, получившими 
плацебо, была ниже частота осложненного течения 
ОРИ (гнойный отит, синусит, пневмония) и реже при-
менялась антибактериальная терапия за 6-месячный пе-
риод наблюдения (см. рисунок). Получение пациентами 
иммунотропного препарата ассоциировалось со сниже-
нием частоты ОРИ (r* = -0,34; р < 0,01), осложненным 
течением ОРИ (r = -0,57; р = 0,02), получением анти-
бактериальной терапии (r = -0,39; р = 0,02) за период 
наблюдения.

Таблица 1. Распределение больных, получивших альфа-глутамил-триптофан (дипептид) или плацебо, по возрасту, полу и нозо-
логической форме (n = 86)

Группа Характеристика групп
возраст, 
мес

пол нозологическая форма
мальчики девочки БА РОБ

M ± m абс. % абс. % абс. % абс. %
Реципиенты дипептида (n = 45) 36,64 ± 2,83 33 73,3 12 26,7 32 71,1 13 28,9
Реципиенты плацебо (n = 41) 35,56 ± 2,71 27 65,9 14 34,2 30 73,2 11 26,8

Примечание. БА – бронхиальная астма; РОБ – рецидивирующий обструктивный бронхит.
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По тяжести течения ОРИ, оцененной в баллах, по 
выраженности лихорадки, интоксикации, катараль-
ного синдрома не выявлено статистически значимых 
межгрупповых различий после лечения. Повторные 
эпизоды БОС в течение 6 мес наблюдения отмечались 
у 41 (47,7%) участвовавшего в исследовании ребенка: 
у 20 (44,4 %) детей, получавших альфа-глутамил-трип-
тофан и у 21 (51,2%) пациента, получавшего плацебо 
(p > 0,05). При этом синдром бронхиальной обструкции 
развивался как на фоне ОРИ, так и под воздействием не-
инфекционных факторов (контакт с аллергеном, с аэро-
поллютантами, чрезмерной физической нагрузки). 

Развитие БОС на фоне респираторной инфекции 
в группе детей, получивших альфа-глутамил-трипто-
фан, происходило достоверно реже, чем в группе де-
тей, получивших плацебо. Так, БОС на фоне ОРИ имел 
место у 9 (45 %) из 20 пациентов с повторными БОС, 
получившими дипептид, и у 16 (76,2 %) из 21 пациента 
с повторными БОС, получившими плацебо (р < 0,05; 
критерий χ2 Пирсона). По количеству эпизодов БОС 
у одного ребенка и по продолжительности сохранения 
симптомов бронхиальной обструкции после имму-
нотропной терапии нами не выявлено статистически 
значимых межгрупповых различий. Также не отме-
чено статистически значимых межгрупповых различий 
в частоте госпитализации после применения иммуно-
тропной терапии. Однако 12,2 % детей из группы ре-
ципиентов плацебо нуждались в госпитализации по 
поводу развившегося ОРИ и/или БОС и только в 6,8 % – 
в группе реципиентов альфа-глутамил-триптофана.

Двукратное иммунологическое исследование было 
проведено у 71 (82,6 %) из 86 пациентов, включенных 
в рандомизированное исследование. У 15 (17,4 %) па-
циентов не было повторного иммунологического об-
следования по техническим причинам (отказ родителей 
от продолжения исследования, заболевание пациента). 
Исследуемые группы были сопоставимы по нозологи-
ческим формам, возрасту и полу. 

Группу детей, получавших альфа-глутамил-трипто-
фан, составили 30 (83,33 %) пациентов раннего и млад-

шего возраста и 6 (16,67 %) детей до 1 года. В группу 
пациентов, получивших плацебо, вошли 32 (93,43 %) 
ребенка раннего и младшего возраста и 3 (8,57 %) ре-
бенка в возрасте до 1 года.

Анализ эффективности иммунотропной терапии 
проводился у пациентов раннего и младшего возраста 
отдельно от грудных детей из-за возрастных особен-
ностей иммунного статуса. Учитывая малую выборку 
детей грудного возраста (n = 9), результаты в данной 
статье не приводятся.

Группы детей с БОС раннего и младшего возраста до 
начала лечения были однородны по показателям клеточ-
ного иммунного ответа (табл. 2.). 

По данным проведенных ранее исследований вы-
явлено, что у детей с рецидивирующим острым об-
структивным бронхитом и приступами БА отмеча-
ется изначально пониженный уровень CD4+-Т-клеток 
и повышенный уровень CD8+-Т-клеток по сравнению 
с детьми без БОС [6, 9].

После иммунотропной терапии у детей, получив-
ших альфа-глутамил-триптофан, был выявлен ряд эф-

Клинические особенности острых респираторных инфекций 
(ОРИ) у больных с бронхиальной астмой и рецидивирующим 
обструктивным бронхитом после иммунотропной терапии
* ‒ р < 0,05.

0
5

10
15
20
25
30
35
40
%

3 и более
случаев

ОРИ за 6 мес 

Длительность
ОРИ

более 7 дней 

Гнойные
осложнения

ОРИ

Потребность
в анти-

бактериальной
терапии

5,9
8,8

5,9

20,6

29,4
35,3

17,7

35,3

*
*

Дипептид, n = 45 Плацебо, n = 41 

Таблица 2. Показатели клеточного иммунитета у детей раннего и младшего возраста до и после лечения (n = 62), M ± m

Показатель Обследуемая группа
до лечения после лечения

реципиенты 
дипептида (n = 30)

реципиенты 
плацебо (n = 32)

реципиенты 
дипептида (n = 30)

реципиенты 
плацебо (n = 32)

Лейкоциты × 109/л 10,22 ± 0,36 10,32 ± 0,31 8,56 ± 0,35 8,45 ± 0,3
Лимфоциты % 41,25 ± 2,84 43,36 ± 2,6 48,29 ± 2,14 52,19 ± 2,03
Абс × 109/л 4,01 ± 0,21 4,30 ± 0,2 4,02 ± 0,17 4,32 ± 0,17
CD3+, % 68,96 ± 0,61 68,29 ± 0,74 70,41 ± 0,86 70,27 ± 0,7
Абс × 109/л 2,82 ± 0,16 2,94 ± 0,16 2,78 ± 0,14 3,05 ± 0,13
CD4+, % 40,48 ± 0,57 40,29 ± 0,8 43,37 ± 0,85* 40,63 ± 0,78
Абс × 109/л 1,64 ± 0,09 1,73 ± 0,1 1,22 ± 0,07 1,24 ± 0,06
CD8+, % 28,11 ± 0,66 28,14 ± 0,44 26,89 ± 0,55* 28,73 ± 0,51
Абс × 109/л 1,15 ± 0,08 1,21 ± 0,07 0,75 ± 0,04 0,88 ± 0,04
CD4+/CD8+ 1,47 ± 0,05 1,45 ± 0,04 1,64 ± 0,06** 1,43 ± 0,04

Примечание. * ‒ р < 0,05; ** ‒ p < 0,01 (U-критерий Манна‒Уитни).
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фектов по сравнению с детьми, получившими плацебо. 
В группе больных, получивших дипептид, был отмечен 
достоверно более высокий уровень Т-хелперов, чем 
в группе реципиентов плацебо. Содержание относи-
тельного количества CD8+-Т-клеток в группе реципи-
ентов альфа-глутамил-триптофана было достоверно 
ниже, чем в группе детей, получивших плацебо. В от-
ношении абсолютного количества CD8+-Т-клеток имела 
место лишь тенденция к достоверности (р = 0,05). 
За счет перечисленных выше изменений у детей с БОС 
в группе пациентов, получивших альфа-глутамил-трип-
тофан, отмечалось статистически значимое повышение 
соотношения CD4+/CD8+ по сравнению с группой реци-
пиентов плацебо (табл. 3). Прием препарата ассоции-
ровался с величиной соотношения CD4+/CD8+ (r = 0,4; 
р < 0,001) чем, вероятно, и объясняется положительный 
клинический эффект иммуномодулирующей терапии. 

В отношении других показателей клеточного им-
мунитета у детей с БОС, получавших и не получавших 
альфа-глутамил-триптофан, не выявлено статистически 
значимых различий после лечения (табл. 3).

Также не выявлено влияния дипептида на функци-
ональную активность Т-лимфоцитов в РТМЛ с конка-
навалином А, на уровень сывороточных Ig А, М и G 
и на факторы неспецифической защиты (ФП, ФЧ, ПЗФ, 
активность полиморфноядерных нейтрофилов в НСТ-
тесте) (результаты не представлены). 

После курса иммунотропной терапии у пациентов, 
принимавших альфа-глутамил-триптофан, по сравне-
нию с группой, получившей плацебо, уровень провос-

палительного цитокина ФНОα был достоверно ниже. 
При этом до начала терапии группы были сопоставимы 
по содержанию исследуемых цитокинов (табл. 4).

Этот факт подтверждает иммуномодулирующее 
влияние альфа-глутамил-триптофана. В случае повы-
шенной исходной концентрации цитокинов в крови, 
в частности ФНОα, под воздействием дипептида про-
исходит снижение их уровня. При относительно низком 
исходном уровне их концентрация возрастает [8]. По 
содержанию остальных изучаемых цитокинов перифе-
рической крови у детей раннего и среднего возраста по-
сле лечения не было выявлено статистически значимых 
различий.

Обсуждение 
Результаты двойного слепого рандомизированного 

плацебо-контролируемого исследования показали по-
ложительное влияние альфа-глутамил-триптофана 
на иммунный статус у детей с БА и РОБ в виде нор-
мализации уровня CD4+-Т-клеток, соотношения СD4+/
СD8+, нормализации цитокинового статуса. В кли-
нической картине за время наблюдения после при-
менения иммунотропной терапии у детей с РОБ и БА 
достоверно снижались частота респираторных инфек-
ций, длительность самого эпизода заболевания и ча-
стота развития БОС, связанного с респираторной ин-
фекцией. Влияния препарата на тяжесть течения ОРИ 
и бронхиальной обструкции не отмечено. Полученные 
положительные результаты согласуются с данными ра-
нее проведенных исследований у взрослых с бронхо-

Таблица 4. Характеристика цитокинового статуса после проведения иммунотропной терапии (n = 28), M±m

Цитокины Обследуемая группа
до лечения после лечения

реципиенты 
дипептида (n = 16)

реципиенты 
плацебо (n = 12)

реципиенты 
дипептида (n = 16)

реципиенты 
плацебо (n = 12)

ИЛ-4, пг/мл 12,02 ± 1,77 17,23 ± 2,49 23,23 ± 3,86 32,67 ± 5,84
ИЛ-6, ед/мл 7,04 ± 1,84 4,02 ± 0,86 15,93 ± 2,46 14,11 ± 2,87
ИНФ-γ, пг/мл 59,80 ± 9,30 47,27 ± 6,68 20,27 ± 2,14 23,55 ± 4,19
ФНОα, пг/мл 47,50 ± 5,55 56,17 ± 7,74 15,38 ± 3,24* 26,50 ± 3,43

Примечание. * ‒ р < 0,05 (U-критерий Манна‒Уитни).

Таблица 3. Показатели клеточного иммунитета у детей раннего и младшего возраста до и после лечения (n = 55), M ± m

Показатель Обследуемая группа
до лечения после лечения

реципиенты 
дипептида (n = 27)

реципиенты 
плацебо (n = 28)

реципиенты 
дипептида (n = 27)

реципиенты 
плацебо (n = 28)

CD19+, % 20,41 ± 0,66 21,14 ± 0,59 19,30 ± 0,67 19,57 ± 0,68
Абс × 109/л 0,83 ± 0,05 0,90 ± 0,05 0,53 ± 0,03 0,59 ± 0,03
CD56+, % 10,70 ± 0,59 10,64 ± 0,54 10,19 ± 0,54 10,07 ± 0,53
Абс × 109/л 0,43 ± 0,03 0,46 ± 0,04 0,28 ± 0,02 0,31 ± 0,02
CD25+, % 10,04 ± 1,08 9,18 ± 0,71 9,40 ± 0,86 11,20 ± 0,81
Абс × 109/л 0,42 ± 0,05 0,40 ± 0,04 0,25 ± 0,03 0,33 ± 0,03
CD95+, % 9,04±0,86 9,75 ± 0,68 9,68 ± 0,83 10,10 ± 0,76
Абс × 109/л 0,37±0,04 0,42 ± 0,04 0,27 ± 0,03 0,31 ± 0,03
HLA II, % 18,04 ± 0,73 18,43 ± 0,6 16,88 ± 0,7 17,00 ± 0,65
Абс × 109/л 0,74 ± 0,05 0,79 ± 0,05 0,46 ± 0,03 0,51 ± 0,03
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у детей при острых респираторных инфекциях с бронхообструктивным синдромом

легочными заболеваниями. При применении препа-
рата альфа-глутамил-триптофан в комплексной тера-
пии бронхолегочных заболеваний у взрослых (бронхит, 
пневмония, БА) в ряде исследований была показана 
нормализация иммунологических параметров, в част-
ности уровня CD4+-Т-клеток, CD8+-Т-клеток и их со-
отношения, а также сокращение длительности эпизода 
заболевания [16, 17].

Выводы
1. Использование альфа-глутамил-триптофана в ком-

плексной терапии детей с БОС приводит к сокращению 
частоты и длительности заболеваний ОРИ.

2. Применение дипептида альфа-глутамил-трипто-
фана способствует уменьшению числа эпизодов брон-
хообструктивного синдрома на фоне ОРИ.

3. Назначение альфа-глутамил-триптофана в течение 
5 дней на фоне ОРИ способствует улучшению иммуно-
логических параметров, заключающихся в нормализа-
ции уровня CD4+-Т-клеток, нормализации соотношения 
CD4+/СD8+, снижению уровня провоспалительного ци-
токина ФНОα.

4. Выявленные положительные влияния препарата 
позволяют рекомендовать альфа-глутамил-триптофан 
в  комплексной терапии ОРИ у детей с БОС и для про-
филактики их рецидивирующего течения.
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Методы оценки специфической активности 
препаратов иммуноглобулина человека 
антирезус Rho(D): современное состояние проблемы
Федеральное государственное бюджетное учреждение «Научный центр экспертизы средств медицинского при-
менения» Министерства здравоохранения Российской Федерации, 127051, г. Москва, Росс ийская Федерация

Резюме
Препараты иммуноглобулина человека антирезус Rho(D) – уникальные средства спе-

цифической перинатальной профилактики резус-иммунизации женщин с резус-отрица-
тельной принадлежностью крови. Фармакологическое действие препаратов реализуется 
посредством антирезус Rho(D) IgG-антител (Ат) (анти-D-Ат), способных нейтрализовать 
резус-положительные эритроциты плода, попавшие в кровоток матери. Клиническая эф-
фективность препаратов определяется специфической активностью иммуноглобулина 
человека антирезус Rho(D) – содержанием анти-D-Ат. Выбор метода оценки специфи-
ческой активности препаратов играет ключевую роль в обеспечении их потенциальной 
терапевтической эффективности. Методы автоматизированной гемагглютинации, им-
муноферментного анализа и проточной цитофлуориметрии используются в мировой 
практике для оценки специфической активности препаратов иммуноглобулина человека 
антирезус Rho(D), тогда как в нашей стране указанные методы не внедрены на отече-
ственных производствах иммунобиологических лекарственных средств. В настоящем 
исследовании проанализированы этапы совершенствования методов оценки специфичес-
кой активности, особенности их воспроизведения, а также преимущества и недостатки. 
Установлено, что количественная оценка содержания анти-D-Ат в Международных еди-
ницах активности или микрограммах в сравнении с Международным стандартным об-
разцом активности иммуноглобулина антирезус инструментальным методом является 
необходимым условием получения качественных препаратов иммуноглобулина человека 
антирезус Rho(D). В обсуждении приведены полученные на текущий момент знания, по 
результатам их анализа обоснован вывод о необходимости совершенствования методов 
оценки специфической активности отечественных препаратов иммуноглобулина чело-
века антирезус Rho(D) в соответствии с современными требованиями, предъявляемыми 
к биоаналитическим методам испытаний. Для поиска литературы использовались базы 
данных Scopus, Web of Science, Pubmed, WHO, Global Health, elibrary, EMA, FDA, а также 
Государственная фармакопея Российской Федерации. 
Ключевые слова: иммуноглобулин человека антирезус Rho(D); современные методы количественной оценки; 
специфическая активность; фенотип эритроцитов; анти-D-антитела
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Введение
Среди иммунологически обусловленных осложне-

ний беременности ведущее место занимает гемолити-
ческая болезнь плода и новорожденного, которая раз-
вивается вследствие несовместимости крови матери 
и плода по различным эритроцитарным антигенам (Аг) 
[1]. Среди Аг эритроцитов системы резус наиболее им-
муногенным является Аг D, способный даже в малых 
дозах вызывать образование иммунных антител (Ат), 
которые являются причиной тяжелой гемолитической 
болезни [2]. 

Препараты иммуноглобулина человека антире-
зус Rho(D) являются единственными лекарственными 
средствами, используемыми для специфической пери-
натальной профилактики резус-иммунизации женщин 
с резус-отрицательной принадлежностью крови. Они 
представляют собой концентраты антирезус Rho(D) 
IgG-Ат, полученные из плазмы крови здоровых доно-
ров, иммунизированных D-Аг эритроцитов человека. 
Фармакологическое действие препаратов реализуется 
посредством антирезус-Rho(D) IgG-Ат (анти-D-Ат), спо-
собных нейтрализовать резус-положительные эритро-

циты плода, попавшие в кровоток матери. Клинически 
подтверждено, что введение рассчитанных доз препа-
рата иммуноглобулина человека антирезус Rho(D) сни-
жает вероятность развития резус-иммунизации женщин 
приблизительно в 100 раз [3]. Неадекватная доза вве-
дения может привести к анафилактическим реакциям, 
гемолизу или не сможет обеспечить предотвращение 
изоиммунизации [4–7]. Таким образом, выбор метода 
оценки содержания анти-D-Ат в препаратах иммуногло-
булинов человека играет ключевую роль в обеспечении 
их потенциальной терапевтической эффективности.

Цель работы – провести анализ методов оценки 
специфической активности препаратов иммуноглобу-
лина человека антирезус Rho(D), используемых в ми-
ровой практике для разработки и внедрения перспек-
тивных подходов к количественному определению 
содержания антирезус Rho(D) IgG-Ат в препаратах оте-
чественного производства.

Метод гемагглютинации
Структурно анти-D-Ат являются неполными, что 

в отличие от полных Ат (полимерных молекул иммуно-
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глобулина изотипа М, некоторых A и G) частично пре-
пятствует их визуализации в реакции преципитации
[8, 9]. Причинами этого явления может быть экрани-
рование одного из Аг-связывающих центров молекулы 
иммуноглобулина, а также недостаточное число или 
малая доступность антигенных детерминант в струк-
туре белка [10, 11]. Поэтому в начале 1960-х годов для 
оценки специфической активности препаратов имму-
ноглобулина человека антирезус Rho(D) был предложен 
метод непрямой (пассивной) гемагглютинации (непря-
мая проба Кумбса), основанный на реакции агглютина-
ции резус-положительных эритроцитов, обработанных 
папаином, и антиглобулиновой сыворотки с анти-D-Ат 
в препарате. Для воспроизведения метода использовали 
D-положительные эритроциты I(0) группы крови чело-
века любого фенотипа [12]. 

В 1968 г. в результате анализа данных, получен-
ных при использовании указанного метода, было 
установлено, что титры антирезус Rho(D) Ат варьиро-
вали в широком диапазоне (до 500 раз) [13]. Поэтому 
в 1978 г. экспертная комиссия ВОЗ по стандартизации 
биологических препаратов инициировала глобаль-
ные исследования по разработке и аттестации Между-
народного стандартного образца (МСО) содержания 
антирезус Rho(D) IgG-Ат с участием 24 лабораторий 
в 21 стране. Для определения содержания анти-D-Ат 
в МСО использовали метод изотопной маркировки, 
который позволил определить количественное содер-
жание анти-D-Ат в микрограммах. Впоследствии МСО 
были присвоены международные единицы дозы веще-
ства – МЕ (эквиваленты биологической активности). 
Установлено, что метод непрямой гемагглютинации 
в сравнении с МСО при параллельных постановках наи-
более воспроизводим [14, 15]. В дальнейшем с целью 
минимизации субъективности оценки результатов, по-
лучаемых при использовании реакции гемагглютина-
ции, было предложено применение автоматизирован-
ных систем оценки результатов. 

При визуальном определении путем сравнения со 
стандартным образцом, результат оценивают по нали-
чию агглютинации в гемолизате, образованном при до-
бавлении эритроцитов и антиглобулиновой сыворотки 
в каждое последовательное разведение испытуемого 
и стандартного образцов. Последнее разведение, в ко-
тором наблюдается агглютинация, принимают за титр 
анти-D-Ат. Если агглютинация эритроцитов наблюда-
ется во всех разведениях исследуемого образца, то титр 
Ат выше, чем полученные разведения. В этих случаях 
повторяют титрование, приготовив еще большие раз-
ведения исследуемого препарата [16]. При использо-
вании прибора для автоматического анализа регистри-
руют оптическую плотность гемолизата, полученного 
в результате реакции гемагглютинации. По результатам 
измерений разведений стандартного образца строят ка-
либровочный график зависимости значений оптической 
плотности от содержания анти-D-Ат и в линейном диа-
пазоне определяют специфическую активность испыту-
емого образца [17]. 

Метод гемагглютинации имеет ряд существенных 
недостатков. Субъективная интерпретация результатов 
при визуальном полуколичественном определении в тит-
рах не позволяет в полной мере охарактеризовать спе-
цифическую активность и может помешать адекват-
ному расчету дозы введения. Отсутствие стандартиза-
ции фенотипов эритроцитов может влиять на правиль-
ность получаемых результатов как при визуальном, 
так и при автоматизированном контроле, поскольку 
различные Аг на поверхности клеточной мембраны 
могут оказывать влияние на связывание с анти-D-Ат. 
Это связано с неодинаковой экспрессией Аг D у различ-
ных индивидов с фенотипами эритроцитов, имеющими 
в своем составе набор резус-Аг СDe и сDE. В частно-
сти, полипептиды Се и се, переплетающиеся в оболочке 
эритроцита с полипептидами D, затрудняют доступ 
анти-D-Ат к участкам D-Аг, в результате чего создается 
видимость слабого реагирования D-положительных 
эритроцитов c анти-D-сыворотками. При отсутствии 
полипептидов Се и се в оболочке эритроцитов связы-
ванию D-Аг с анти-D-Ат ничто не мешает, и реакция 
выглядит более сильной, хотя на тех и на других эри-
троцитах могло присутствовать одинаковое количество 
антигенных детерминант [18]. Антиглобулиновая сы-
воротка, используемая в методе, содержит множество 
компонентов, среди которых антикомплементарные 
Ат, в частности к  С3d-, C3c-, C4c- и С4d-компонентам 
комплемента, которые адсорбируются на поверхности 
эритроцитов и создают видимость положительного ре-
зультата [19]. Также возможно получение результата 
отсутствия агглютинации, связанное с низкой аффинно-
стью Ат сыворотки, сенсибилизирующих эритроциты 
[20]. Поэтому дальнейшие исследования были направ-
лены на совершенствование количественного опреде-
ления специфической активности препаратов иммуно-
глобулина человека антирезус Rho(D) с использованием 
более чувствительных и точных инструментальных 
методов.

Успехи в развитии иммунохимических методов ис-
следований, молекулярно-генетических технологий, 
в частности создание моноклональных Ат позволили 
разработать новые специфичные методы, такие как ме-
тод конкурентного иммуноферментного анализа (ИФА) 
и метод проточной цитофлуориметрии.

Метод конкурентного иммуноферментного 
анализа 

Метод конкурентного ИФА для оценки специфи-
ческой активности препаратов иммуноглобулина че-
ловека антирезус Rho(D) был предложен S.J. Thorpe 
и коллегами в 2000 г. [21]. Метод основан на конку-
ренции меченых биотинилированных моноклональ-
ных анти-D-Ат к специфическому эпитопу D с неме-
ченными (исследуемыми) Ат препарата за связывание 
с D-Аг эритроцитов, адсорбированными на твердой 
фазе. Количество меченых Ат, присоединившихся к эри-
троцитам, уменьшится пропорционально содержанию 
в смеси исследуемых Ат. Связывание с конъюгатом 

Методы  
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для последующего выявления присоединившихся Ат 
достигается за счет использования системы «биотин– 
авидин–стрептавидин». Молекулы кофермента биотина 
конъюгируют с моноклональными анти-D-Ат при по-
мощи биотинил-N-гидроксисукцимида. Затем биотин 
связывается с белковым комплексом авидин–стреп-
тавидин, конъюгированным с щелочной фосфатазой. 
Аффинность связи между авидином и биотином вы-
сокая, константа диссоциации лиганда – 10-15 М, что 
обеспечивает высокую стабильность образовавшегося 
комплекса [22]. Стрептавидин используется для ис-
ключения неспецифической сорбции авидина на дру-
гих молекулах. Конъюгат авидин–стрептавидин прочно 
фиксируется на комплексе, образованном биотинили-
рованными моноклональными анти-D-Ат и Аг эритро-
цитов. После добавления субстрата (паранитрофенил-
фосфата) проводят определение продуктов реакции 
с использованием спектрофотометра. Для воспроизве-
дения метода используют D-положительные эритро-
циты I(0) группы крови человека определенного фе-
нотипа – R2R2, собранные не менее чем от 3 доноров. 
Значения активности определяют в МЕ в сравнении 
с МСО содержания антирезус Rho(D) IgG-Ат человека 
при построении графика зависимости концентрации 
и оптической плотности по данным, полученным из се-
рии стандартных растворов. Высокая специфичность 
метода достигается за счет использования меченых 
Ат, поскольку конкуренция между ними и исследуе-
мым образцом происходит только за специфический 
эпитоп D-Аг эритроцитов, что исключает неспецифи-
ческое связывание [23]. Высокая чувствительность, 
воспроизводимость и точность, производительность за 
счет использования многолуночных полистироловых 
планшетов, отсутствие зависимости от дорогостоящего 
оборудования делают метод наиболее универсальным. 
К недостаткам метода следует отнести высокую стои-
мость реагентов.

Метод проточной цитофлуориметрии
С начала 2000 г. для количественного определения 

специфической активности препаратов иммуногло-
булина человека антирезус Rho(D) применяется вы-
сокочувствительный инструментальный метод с ис-
пользованием проточного цитофлуориметра. Метод 
основан на измерении интенсивности флуоресценции 
комплекса, образованного специфическим связыванием 
D-положительных эритроцитов с анти-D-Ат, которые 
в свою очередь связываются с флуоресцентно-мече-
ными Ат к антирезус Rho(D) IgG-Ат (вторичными анти-
телами) [24]. При этом значения активности получают 
в МЕ в сравнении с МСО содержания антирезус Rho(D) 
IgG-Ат человека при построении графика зависимости 
логарифма концентрации и интенсивности флуорес-
ценции по данным, полученным из серии стандартных 
растворов. Для воспроизведения метода используют 
D-положительные эритроциты I(0) группы крови чело-
века фенотипа R1R1, собранные не менее чем от 3 до-
норов. 

К недостаткам метода можно отнести возможное 
влияние различных Аг эритроцитов (Аг системы резус 
С, СW, а также Аг системы Кell), которые могут созда-
вать эффект интерференции, что может влиять на пра-
вильность получаемых результатов [25, 26]. Исполь-
зование специального дорогостоящего оборудования 
и реагентов не всегда доступно для некоторых лабора-
торий, кроме того, предъявляются высокие требования 
к квалификации персонала [27]. 

Обсуждение
В первых разработанных препаратах иммуноглобу-

лина человека антирезус Rho(D) содержание специфи-
ческих Ат оценивали в титрах в реакции непрямой (пас-
сивной) гемагглютинации (непрямой пробе Кумбса), 
что не позволяло количественно оценить содержание 
антирезус Rho(D) IgG-Ат, способных нейтрализовать 
резус-положительные эритроциты плода. 

В результате разработки МСО содержания антирезус 
Rho(D) IgG-Ат и внедрения современных иммунохимичес-
ких методов стало возможным проводить оценку специ-
фической активности препаратов иммуноглобулинов 
антирезус Rho(D) количественно в МЕ или в мкг по от-
ношению к МСО (1 мкг = 5 МЕ) [28]. Профилактическую 
дозу препарата рассчитывают после подсчета количества 
эритроцитов плода, попавших в кровоток матери, с ис-
пользованием лабораторных методов анализа, например, 
модифицированным методом кислотного вымывания-
окрашивания по Кляйхауэру и Бетке [29–31]. Установ-
лено, что 10 мкг (50 МЕ) антирезус Rho(D) IgG-Ат ней-
трализует 0,5 мл резус-положительных эритроцитов 
плода (или 1 мл цельной крови) [32]. Для обеспечения 
правильности и удобства расчета профилактических доз 
введения содержание специфических Ат в современных 
препаратах иммуноглобулина человека антирезус Rho(D) 
может быть 125 мкг (625 МЕ), 150 мкг (750 МЕ), 250 мкг 
(1250 МЕ), 300 мкг (1500 МЕ).

Методы непрямой гемагглютинации с использованием 
автоматизированных систем оценки результатов ИФА 
и проточной цитофлуориметрии для оценки специфичес-
кой активности препаратов иммуноглобулина человека 
антирезус Rho(D) представлены в Европейской фармако-
пее 9.0. В нашей стране указанные методы отсутствуют 
в структуре Государственной фармакопеи Российской 
Федерации и не внедрены на отечественных производ-
ствах иммунобиологических лекарственных средств [33].

Таким образом, разработка и внедрение отечествен-
ных методик количественного определения содержания 
антирезус Rho(D) IgG-Ат в препаратах иммуноглобу-
лина человека антирезус Rho(D) в соответствии с совре-
менными требованиями, предъявляемыми к биоанали-
тическим методам испытаний, является перспективным 
направлением совершенствования качества указанной 
группы препаратов крови человека [34, 35].

Заключение
Препараты иммуноглобулина человека антирезус 

Rho(D) применяются для специфической перинаталь-
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Методы  

ной профилактики резус-иммунизации женщин с ре-
зус-отрицательной принадлежностью крови. Степень 
реализации фармакологического действия препаратов 
зависит от содержания в них специфических антирезус 
Rho(D) IgG-Ат (анти-D-Ат), способных нейтрализовать 
резус-положительные эритроциты плода, попавшие 
в кровоток матери. Количественное определение со-
держания анти-D-Ат в МЕ активности или микрограм-
мах в сравнении с МСО активности антирезус-имму-
ноглобулина инструментальными методами является 
необходимым условием получения качественных пре-
паратов иммуноглобулина человека антирезус Rho(D). 
Успехи в развитии иммунохимических методов ис-
следований, молекулярно-генетических технологий, 
в частности создание моноклональных Ат, позволили 

разработать в дополнении к традиционно используе-
мому методу гемагглютинации новые альтернативные 
методы конкурентного ИФА и проточной цитофлуо-
риметрии. В настоящее время специалисты ФГБУ «На-
учный центр экспертизы средств медицинского приме-
нения» Минздрава России проводят экспериментальные 
исследования по разработке методик оценки специфи-
ческой активности препаратов иммуноглобулина чело-
века антирезус Rho(D) с целью их внедрения в практику.
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Роль цитокинов в патогенезе инфекционного 
эндокардита
Федеральное государственное бюджетное учреждение высшего образования «Кубанский государственный 
медицинский университет» Министерства здравоохранения Российской Федерации, 350063, г. Краснодар, 
Российская Федерация

Резюме
В последние годы не ослабевает интерес к изучению иммунопатогенетической роли 

цитокинов в формировании различных инфекционно-воспалительных заболеваний. 
В настоящем обзоре демонстрируется роль цитокинов, вырабатываемых после непо-
средствен  ного контакта с антигеном. Цитокины нельзя назвать факторами, относя щи-
мися исключительно к иммунной системе: осуществляя связь между иммунной, нерв-
ной, эндокринной, кроветворной и другими системами для вовлечения в регуляцию 
единой защитной реакции, они играют важную роль в кроветворении, тканевом гомео-
стазе, межсистемной передаче сигналов. При развитии воспаления цитокины проявляют 
высокий спектр биологической активности и обеспечивают максимальную эффектив-
ность работы тех систем организма, которые требуются в данный момент. В этой связи 
представляет интерес анализ современных сведений о патогенетической роли цитокинов 
при инфекционном эндокардите как заболевании инфекционной природы с первичной 
локализацией возбудителя на клапанах сердца и пристеночном эндокарде, протекаю-
щим с возможной генерализацией септического процесса и развитием иммунопатологи-
ческих проявлений. При поиске информации для обзора использовались базы данных: 
eLIBRARY, CyberLeninka и Medline (Pubmed).
Ключевые слова: инфекционный эндокардит; бактериальный эндокардит; диагностика; патогенез; цитокины; 
обзор
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Abstract
In recent years the interest in studying of the cytokines` immunopathogenetic role in the 

various infectious and infl ammatory diseases formation has not weakened. Our review demon-
strates the role of cytokines, produced after a direct contact with the antigen. Cytokines cannot 
be called as factors that relate only to the immune system. They connect the immune, nervous, 
endocrine, hematopoietic and other systems to engage in the regulation of a general protective 
reaction. Cytokines play an important role in hematopoietic, tissue homeostasis, intersystem 
signal transmission. With the development of infl ammation, cytokines demonstrate a high spec-
trum of biological activity and provide maximum effi ciency of those body systems that are 
required at the moment. Infective endocarditis (IE), is a disease of infectious nature with the 
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Введение
В последние годы появилось немало работ, свиде-

тельствующих о роли различных маркеров воспаления 
при сердечно-сосудистых заболеваниях и, в частности, 
о взаимосвязях между цитокиновыми маркерами воспа-
ления в сыворотке и показателями структурно-функцио-
нального ремоделирования миокарда и дисфункцией 
эндотелия [1]. В этой связи инфекционный эндокардит 
(ИЭ) – мультисистемное заболевание, обычно возника-
ющее в результате бактериальной инфекции эндокар-
диальной поверхности сердца, – сохраняет высокую 
актуальность, что обусловлено повышенным ростом 
заболеваемости. Ежегодно в мире регистрируется бо-
лее 200 тыс. новых случаев ИЭ, тогда как в России еже-
годно регистрируется более 10 тыс. случаев ИЭ. Общая 
заболеваемость ИЭ в мире составляет 46,1 млн. Более 
выражен рост первичного ИЭ, который неуклонно уве-
личивается по сравнению со вторичным [2, 3]. Кроме 
того, в структуре причин смерти от ИЭ отмечено увели-
чение частоты тромбоэмболических осложнений (ише-
мический инсульт, инфаркт миокарда и тромбоэмболия 
легочной артерии), выраженность которых зависит 
от варианта течения ИЭ: при остром ИЭ преобладает 
клапанная инфекция с клинической картиной сепсиса, 
а подострый ИЭ характеризуется преимущественным 
поражением клапанов и персистирующей септице-
мией, с развитием выраженной иммунокомплексной 
патологии (васкулиты, серозиты, гломерулонефрит, 
миокардит) [4]. Практически любой тип структурного 
заболевания сердца может приводить к развитию ИЭ, 
однако в развивающихся странах ревматическая бо-
лезнь сердца остается наиболее распространенным 
предрасполагающим заболеванием сердца для ИЭ [5], 
а также протезирование сердечных клапанов и кардио-
устройства (кардиостимуляторы и имплантируемые 
кардиовертеры-дефибрилляторы) вносят свой вклад 
в развитие ИЭ [6].

Среди микробных этиологических факторов ИЭ 
прежде всего следует отметить Staphylococcus aureus 
и коагулазонегативные стафилококки [7]. Энтерококки 
являются третьей ведущей причиной ИЭ [8], тогда как 
доля ИЭ, вызванного стрептококками группы Virida, 
в последние годы существенно снизилась [9]. Чаще 
всего из-за приема пациентом антибиотиков до диа-

гностического обследования примерно в 10 % случаев 
ИЭ микроорганизмы при посеве крови не выявляются, 
тогда как истинный культурально-отрицательный ИЭ 
может быть вызван микроорганизмами, которые трудно 
выявить с помощью обычных микробиологических 
методов, однако серологическое тестирование и поли-
меразная цепная реакция (ПЦР) с использованием био-
псии крови или клапанов могут в конечном итоге вы-
явить возбудителя в 60 % таких случаев [10].

В ответ на непрерывную бактериемию при ИЭ на-
блюдается стимуляция иммунитета, проявляющаяся 
гипергаммаглобулинемией, цитокинемией и актива-
цией клеточного иммунитета, в связи с чем в настоящее 
время не ослабевает интерес к изучению иммунопатоге-
нетических аспектов различных вариантов течения ИЭ, 
характеризующегося появлением новых форм заболе-
вания и полиморфизмом клинической картины. Свое-
временность диагностики и раннее начало антибакте-
риальной терапии, раннее оперативное вмешательство 
во многом обусловливают успех лечения пациентов 
с ИЭ, в связи с чем актуально изучение и внедрение 
в практику дополнительных иммунологических кри-
териев для лабораторной оценки активности воспали-
тельного процесса, мониторинга терапии и прогнозиро-
вания исходов у больных ИЭ.

Цитокины и воспалительный процесс
Синтез и секрецию цитокинов индуцирует непосред-

ственный контакт клеток-продуцентов с антигеном при 
различных инфекционных процессах, ожогах и других 
воспалительных процессах, проявляя свои эффекты как 
на местном, так и на системном уровнях [11]. В первую 
очередь цитокины регулируют развитие местных защит-
ных реакций в тканях с участием различных типов кле-
ток крови, эндотелия, соединительной ткани и эпителия, 
путем формирования типичной воспалительной реакции, 
а также модулируют направленность дифференцировки 
Th0-лимфоцитов, обеспечивая различные варианты вос-
палительной реактивности. При этом если вирусная 
инфекция активирует дифференцировку Т-хелперов 
в сторону Th1-субпопуляции, то бактериальные анти-
гены обеспечивают формирование Th2-ответа [11].

В зависимости от воздействия на воспалительный 
процесс цитокины подразделяются на две группы – про-

with the possible generalization of the septic process and the development of immunopatho-
logical manifestations. In this regard, the analyze of current information about the pathogenetic 
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воспалительные и противовоспалительные, а величина 
их соотношения в сыворотке крови пациента свидетель-
ствует об активности и выраженности системного вос-
паления [12].

Цитокины семейства интерлейкина (ИЛ)-1 обе-
спечивают сигнал тревоги для включения резервных 
возможностей и перестройки функционирования всех 
систем организма для борьбы с патогеном. В данном 
семействе насчитывается 11 молекул: 6 молекул ИЛ-1 
(ИЛ-1α, ИЛ-1β, ИЛ-1Ra, ИЛ-18, ИЛ-33), играющих 
фундаментальную роль в развитии многих острых и 
хронических иммуновоспалительных заболеваний че-
ловека [13–15]; 4 изоформы ИЛ-36 (ИЛ-36α, ИЛ-36β, 
ИЛ-36γ, ИЛ-36Ra), а также ИЛ-37 и ИЛ-38 [16]. При 
этом ИЛ-1β интересен тем, что он первым участвует 
в защитной реакции организма при действии пато-
генных факторов, а также индуцирует синтез других 
провоспалительных цитокинов – фактора некроза опу-
холи (ФНО)α и ИЛ-6, низкомолекулярных медиаторов 
воспаления, хемокинов, экспрессию молекул адгезии 
на лейкоцитах и эндотелиальных клетках. Спектр 
действия ИЛ-1β крайне широк: он инициирует и регу-
лирует воспалительные и иммунные процессы, акти-
вирует нейтрофилы, Т- и В-лимфоциты, стимулирует 
синтез белков острой фазы [12, 17]. ИЛ-1β играет важ-
ную патогенетическую роль не только в развитии забо-
леваний, но и в поддержании нормального гомеостаза, 
участвуя в обмене веществ, кроветворении, функции 
почек и печени и т. д., выполняя важнейшую физио-
логическую функцию, связанную с формированием 
противоинфекционного иммунитета, действуя практи-
чески на все клетки и органы [15, 16, 18]. Синтез ИЛ-1 
в клетках-продуцентах (моноциты/макрофаги, ден-
дритные клетки, нейтрофилы) индуцируется посред-
ством распознавания мембранными Toll-подобными 
рецепторами (TLR) и цитоплазматическими NOD-
подобными рецепторами (NLR) патогенных струк-
тур – PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) 
и DAMPs (damage-associated molecular patterns) при 
инфекционных и аутоиммунных заболеваниях, а также 
при стрессовых ситуациях и тяжелой физической 
нагрузке [19].

Рецепторный антагонист ИЛ-1 (ИЛ-1Ra), являю-
щийся противовоспалительным членом семейства ИЛ-1, 
имеет 30 % гомологии с ИЛ-1β и, связываясь с рецеп-
торами к ИЛ-1, подавляет его действие и контролирует 
продукцию и биологическую активность ИЛ-1. ИЛ-1Ra 
в биологических жидкостях присутствует в концентра-
ции, существенно превышающей уровень ИЛ-1β, а его 
эндогенное введение предотвращает или ослабляет опо-
средованный цитокинами воспалительный каскад [20].

ИЛ-4 является ростовым фактором для базофилов, 
тучных клеток, эозинофилов, а также одним из основ-
ных негативных регуляторов развития реакций кле-
точного иммунитета, вызываемых Th1-цитокинами. 
Основными источниками ИЛ-4 являются Th2-клетки, 
тучные клетки, эозинофилы и базофилы. Цитокин ак-
тивно участвует в реакциях врожденного и приобретен-

ного иммунитета, осуществляя быстрое и мощное раз-
витие воспалительной реакции [21].

Провоспалительный цитокин ИЛ-6 является од-
ним из медиаторов межклеточного взаимодействия Т- 
и В-лимфоцитов, продуцируется макрофагами, фиброблас-
тами, эндотелиальными клетками под влиянием попада-
ющих в организм вирусов, бактерий и их продуктов [22].
Его биологические эффекты связаны с активацией Т- 
и В-лимфоцитов, с усилением антителогенеза, а также 
с синтезом и высвобождением белков острой фазы гепа-
тоцитами. Известно, что при хронических воспалитель-
ных процессах ИЛ-6 усиливает их клиническую тяжесть, 
проявляя выраженные провоспалительные свойства, 
а высокий уровень ИЛ-6 в сыворотке крови отражает 
усиление выброса бактериальных токсинов, что, в свою 
очередь, значительно увеличивает продукцию самого 
ИЛ-6. При остром воспалении ИЛ-6 проявляет иммуно-
регуляторные и даже противовоспалительные свойства, 
что объясняется его способностью переводить воспале-
ние из острой фазы в хроническую [22]. Таким образом, 
ИЛ-6 может переключать развитие защитных реакций от 
первоначальных воспалительных реакций врожденного 
иммунитета на адаптивные иммунные реакции.

Наиболее изученный среди провоспалительных хе-
мокинов – ИЛ-8 – относится к СХС-хемокинам (CXCL8). 
Он продуцируется активированными клетками-проду-
центами (моноцитами, макрофагами, эндотелиоцитами, 
нейтрофилами) при контакте с бактериями, вирусами 
и продуктами их метаболизма, и является основным ак-
тиватором и хемоаттрактантом для нейтрофилов, инду-
цируя их дегрануляцию и трансэндотелиальную мигра-
цию в очаг воспаления [23].

ИЛ-10 – один из ключевых противовоспалительных 
цитокинов, поскольку он снижает выработку воспали-
тельных молекул, таких как ФНОα и ИЛ-6 [24]. ИЛ-10 
синтезируется в основном активированными CD4+- 
и CD8+-Т-лимфоцитами, В-лимфоцитами, тучными 
клетками и моноцитами/макрофагами, является инги-
битором клеточного иммунитета, и, подавляя продук-
цию провоспалительных цитокинов, предотвращает 
дифференцировку моноцитов в тканевые макрофаги 
и апоптоз; усиливает дифференцировку В-клеток 
в плазматические клетки [11]. Несмотря на подавление 
кооперации Т- и В-лимфоцитов, в целом ИЛ-10 уси-
ливает функциональную активность В-клеток посред-
ством активации Th2-типа иммунного ответа, повышает 
цитотоксичность естественных киллеров (ЕK), усили-
вает продукцию ИЛ-2, ФНОα и интерферона-γ (ИФН-γ), 
в связи с чем его нельзя считать полностью иммуносу-
прессивным цитокином. 

Провоспалительный цитокин ФНОα секретируется 
активированными Т-клетками, моноцитами, макрофа-
гами, фибробластами и эндотелиоцитами в ответ на 
воздействие воспалительных агентов, отвечает за вы-
свобождение других про- и противовоспалительных 
медиаторов, и тем самым является активным участни-
ком противоинфекционного иммунитета на локальном 
и системном уровне [25].
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Известно, что про- и противовоспалительные ци-
токины контролируют продукцию друг друга: ранние 
моноцитарные ФНОα и ИЛ-1 аутокринно стимулируют 
выработку ИЛ-10, который снижает продукцию про-
воспалительных цитокинов, в том числе собственную. 
Соотношение уровней про- и противовоспалительных 
цитокинов наиболее полно отражает направленность 
иммунной реакции и активность воспаления, поскольку 
чем больше величина соотношения ИЛ-1β/ИЛ-10, тем 
более тяжело протекает воспалительный процесс. Это 
может быть использовано в качестве критерия опреде-
ления степени тяжести воспаления при различных па-
тологиях [12].

Роль цитокинов в патогенезе инфекционного 
эндокардита

Важным звеном патогенеза ИЭ является поврежде-
ние эндотелия сердечного клапана и/или пристеноч-
ного эндокарда, возникающее в результате воспали-
тельных и дегенеративных изменений. ИЭ зачастую 
сопровождается развитием иммунопатологических 
проявлений [26] с выраженными иммунными дис-
функциями как локального, так и системного харак-
тера. Повреждение эндотелия приводит к запуску 
каскада патологических процессов с участием про- 
и противовоспалительных факторов, прогрессирует 
тканевая гипоксия, возникают глубокие нарушения 
в системе гемостаза и развивается ДВС-синдром, 
что в совокупности приводит к необратимым на-
рушениям функций всех органов и тканей со значи-
мым повышением уровня содержания сывороточных 
про- и противовоспалительных цитокинов [27, 28]. 
Так, весьма актуальным является исследование у па-
циентов с ИЭ сосудистого эндотелиального фактора 
роста (VEGF), который участвует не только в каскаде 
воспалительных реакций, но и в  изменении прокоагу-
лянтной активности, повышении сосудистой проница-
емости, а также в пролиферации и дифференцировке 
эндотелиоцитов [29].

В патогенезе ИЭ происходит сложное взаимодей-
ствие бактериальных, эндотелиальных и макрофагаль-
ных клеток. Бактерии могут производить множество 
факторов вирулентности, которые способствуют раз-
витию ИЭ, позволяя патогену проникать в ткани, об-
ходить иммунную систему, прикрепляться к клеткам 
эндотелия и секретировать экзопротеины и токсины 
[30]. Относительная устойчивость эндотелия к ко-
лонизации бактериями в условиях физиологической 
нормы во многом обусловлена регуляторными эффек-
тами иммунокомпетентных Т-лимфоцитов, опосре-
дованных секретируемыми ими гуморальными фак-
торами – цитокинами (ИЛ-10, трансформирующий 
фактор роста – TФРβ), растворимым цитотоксическим 
Т-лимфоцитарным антигеном, CD25-рецепторами 
и др. [31]. При этом любое повреждение эндотелия со-
провождается прежде всего активацией репаративных 
процессов с участием внеклеточных матричных бел-
ков, тканевых ростовых факторов, фибрина и тром-

боцитов. Однако такая еще небактериальная картина 
эндотелия является идеальным очагом бактериальной 
колонизации.

Между тем постоянное или рецидивирующее воспа-
ление, вызванное остаточными септическими вегетаци-
ями после антибиотикотерапии, может также привести к 
повреждению клапана. Так, адсорбция бактерий к эндо-
телию стимулирует мощный провоспалительный ответ 
с участием активированных клеток врожденного имму-
нитета (нейтрофилов, макрофагов, дендритных клеток) и 
секретируемых ими провоспалительных цитокинов, что 
может вызвать обширное повреждение ткани [11].

Индуцируемые при ИЭ провоспалительные цитокины 
включают ИЛ-1β, ИЛ-6, ФНОα, ФНОβ, ИЛ-8 и хемо-
таксический пептид моноцитов [32]. При этом ФНОα 
координирует реакцию цитокинов на повреждение [33], 
а ИЛ-1β играет роль ключевого медиатора острой фазы 
реакции воспаления [16]. Кроме того, обнаружена по-
ложительная корреляция между концентрацией ИЛ-10 
и клинической тяжестью ИЭ и высокая локальная экс-
прессия ИЛ-8 в макрофагах в воспаленном эндокарде 
у пациентов [34]. Антиген-презентирующие клетки – 
дендритные клетки, моноциты и макрофаги – взаимо-
действуют с Т- и В-клетками и индуцируют адаптивный 
иммунный ответ [35] с последующей продукцией им-
мунорегуляторных и/или эффекторных цитокинов [33]. 
Некоторые цитокины (ИЛ-1, ИЛ-4, ИФН-γ и ФНОα) 
необходимы для инициирования и поддержания воспа-
лительного ответа путем дополнительного привлечения 
лейкоцитов в очаг инфекции и усиления экспрессии 
лигандов эндотелиальных клеток, тогда как многие хе-
мокины ответственны за активацию и миграцию лей-
коцитов в очаг инфекции [15]. Учитывая тот факт, что 
интенсивность воспаления и разрушения тканей может 
варьировать в зависимости от вида бактерий, важно от-
метить, что уровень продукции ИЛ-1β, ИЛ-12 и ФНОα 
значительно выше у пациентов с ИЭ, вызванным S. au-
reus по сравнению с ИЭ стрептококковой этиологии [27]. 
Кроме того, в отличие от стрептококков, S. aureus спо-
собен проникать в интактные эндотелиальные клетки, 
вызывая дополнительную колонизацию поврежденного 
эндотелия, что коррелирует как с более высокой часто-
той осложнений, так и со смертностью при стафилокок-
ковом ИЭ [30].

Известно также, что уровень провоспалительного 
ФНОα у 100 % пациентов с ИЭ существенно повы-
шается и коррелирует с активностью токсико-инфек-
ционных проявлений (лихорадка, лейкоцитоз, повы-
шением СОЭ), а наиболее высокое его содержание 
отмечено при ИЭ, вызванном Staphylococcus spp., а более 
низкое – при инфицировании Enterococcus spp. и Corine-
bacter [36]. Кроме того, авторами показано, что у боль-
ных с иммунокомплексными и тромбоэмболическими 
осложнениями ИЭ концентрация ФНОα достоверно 
превышала показатели при неосложненном течении при 
первичном ИЭ, тогда как при вторичном ИЭ различия 
оказались недостоверными. Последнее позволяет пред-
полагать прогностическую роль цитокинов перифери-
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ческой крови, что отчасти подтверждается данными 
предоперационного исследовании уровней ИЛ-17, 
ИФН-γ и матриксной металлопротеиназы-9 (MMП-9) 
у пациентов с инфарктом миокарда после стентирова-
ния коронарных артерий, позволившем выявить сопря-
женность увеличения уровней ИЛ-17, ИФН-γ и MMП-9 
с повышением риска развития осложнений в ранний 
послеоперационный период [37]. Учитывая тот факт, 
что тромбоэмболия является одним из основных ослож-
нений ИЭ, интерес представляют сведения о повыше-
нии концентрации ИЛ-10 и ИЛ-17 в плазме крови па-
циентов с асептическим неваскулитическим тромбозом 
как в острой, так и в подострой стадиях заболевания, 
но при этом противовоспалительный цитокин ИЛ-10 
способен подавлять провоспалительный эффект ИЛ-17, 
что необходимо для профилактики дальнейшего по-
вреждения ткани [38].

Наряду с этим имеются данные о снижении содер-
жания ИЛ-6 в плазме крови пациентов с неблагоприят-
ным течением септического осложнения ИЭ по сравне-
нию с благоприятным прогнозом [39, 40], что позволяет 
считать снижение концентрации ИЛ-6 в плазме крови 
неблагоприятным прогностическим фактором, свиде-
тельствующим об истощении защитных возможностей 
иммунитета [41].

Говоря о роли хемокинов в патогенезе ИЭ, следует 
учесть, что при ИЭ в клапане увеличивается экспрес-
сия мРНК ИЛ-8, RANTES, эотаксина 1, эотаксина 2, 
экспрессия мРНК их рецепторов, а также усиливается 
дифференцировка Th0 в Th2, что в целом поддерживает 
воспалительный процесс в эндокарде. При этом повы-
шение Th2-дифференцировки может свидетельствовать 
о внеклеточном возбудителе ИЭ, а увеличение продук-

ции хемокинов – об усиленном привлечении цитокин-
продуцирующих клеток в очаг воспаления [42].

Заключение
Современные данные о сетевых взаимодействиях 

в системе цитокинов в норме и при различных инфекци-
онно-воспалительных заболеваниях, а также сведения 
о высоком уровне ИЛ-1, ИЛ-6, ИЛ-8, ИЛ-10 и ФНОα 
в сыворотке крови пациентов с ИЭ [30, 35, 43], могут 
свидетельствовать о роли в патогенезе данного забо-
левания и о целесообразности их оценки при ИЭ. По-
скольку любой сбой в системе цитокинов серьезно за-
трудняет иммунные реакции хозяина на инфекцию, 
установление ассоциаций между уровнем цитокинов 
и клиническим исходом крайне необходимо для ран-
него выявления осложненного ИЭ. Наряду с этим спец-
ифичность цитокиновых профилей при различных 
внешних воздействиях позволяет использовать их в ка-
честве индикатора эффективности различных методов 
лечения [22], включая раннее хирургическое вмеша-
тельство [44, 45]. Дальнейшее изучение цитокинов 
других классов позволит получить дополнительную ин-
формацию о диагностических критериях воспалитель-
ного процесса, о его переходе на системный уровень и о 
прогнозе, что очень важно для ранней диагностики ИЭ 
и мониторинга пацентов.
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Резюме
Цель работы – исследование специфической активности препарата наружного дей-

ствия густого экстракта суммы флавоноидов из череды.
Материал и методы. Авторами разработано новое лекарственное средство – густой 

экстракт суммы флавоноидов в виде мази, получаемых из череды трехраздельной (лат. 
Bídens tripartíta), которое использовалось для лечения контактного аллергического дер-
матита, вызванного 2,4-динитрохлорбензолом в эксперименте у морских свинок.

Результаты исследования показали, что 5 % мазевое лекарственное средство на ос-
нове густого экстракта суммы флавоноидов визуально более эффективно действовало 
на воспалительный процесс кожных покровов морских свинок по сравнению 1 и 3 % 
мазями на основе густого экстракта суммы флавоноидов, антигистаминного средства 
Псило-Бальзам® и глюкокортикостероидной мази Целестодерм В®.

Заключение. Изучаемые 1, 3 и 5 % мази густого экстракта суммы флавоноидов об-
ладают выраженным действием на экспериментальный контактный дерматит у морских 
свинок. Наибольшим терапевтическим эффектом обладает 5 % мазь густого экстракта 
суммы флавоноидов на местной основе при контактном аллергическом дерматите. При 
этом индекс уменьшения тяжести кожных проявлений (Ind) был наибольшим по сравне-
нию с другими исследуемыми группами – 37,9 %.
Ключевые слова: 1 %, 3 % и 5 % мазь густого экстракта суммы флавоноидов; экспериментальный контакт-
ный аллергический дерматит; 2,4-динитрохлорбензол
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Введение
Конец ХХ и начало ХХI в. ознаменовались значи-

тельным ростом распространенности аллергической 
патологии среди взрослого и детского населения во всех 
странах мира. По последним данным, аллергические за-
болевания кожи в структуре дерматологической пато-
логии занимают 20–40 %, причем эта цифра неуклонно 
растет [1, 2]. При лечении аллергического дерматита со-
временная медицина использует большой арсенал син-
тетических лекарственных средств в виде мазей. Сам 
подход к расширению спектра лекарственных агентов 
за счет биологических активных соединений представ-
ляется чрезвычайно перспективным [3, 4].

Цель данного исследования – изучение специфиче-
ской активности препарата наружного действия – гус-
того экстракта суммы флавоноидов из травы череды 
трехраздельной (лат. Bídens tripartíta) и ее сравнение 
с референс-препаратами – антигистаминной мазью 
Псило-Бальзам® и глюкокортикоидной мазью Целесто-
дерм В®. 

Материал и методы
Разработано новое лекарственное средство – густой 

экстракт суммы флавоноидов в виде мази из череды 
трехраздельной (лат. Bídens tripartíta). Был изучен про-
цесс получения гидрофобной основы для мазей с помо-
щью ферментативной переэтерификации растительных 
масел и животных жиров из местного сырья, а также из-
учены ее физико-химические свойства. 

С использованием суммы флавоноидов череды трех-
раздельной, растительных масел и животных жиров 

биотехнологическим методом была получена новая мазь 
и разработана технология ее производства в различных 
процентных соотношениях. В процессе изготовления 
мазей сумму флавоноидов череды трехраздельной рас-
творяли в 70 % этиловом спирте и добавляли неболь-
шими количествами при постоянном перемешивании 
в мазевую основу до получения однородной массы. По-
лучены 1, 3 и 5 % мази густого экстракта суммы фла-
воноидов. Цвет мази был от светло- до темно-серого. 
Физико-химические свойства готовой мази, а также ее 
дисперсность, рН, коллоидная стабильность, число кис-
лотности, йодное число и вязкость были определены по 
требованиям Международной фармакопеи ВОЗ, 4-я ре-
дакция (International pharmacopoeia vol. 4, 2006). Содер-
жание биологически активных веществ в составе мази 
определяли спектрофотометрическим методом [5, 6].

Аллергический контактный дерматит (АКД) вы-
зывали двукратной аппликацией 5 % спиртово-ацето-
нового раствора 2,4-динитрохлорбензола (ДНХБ) на 
взрослых морских свинках массой 300–400 г по методу 
Е.Я. Ивлевой и П.М. Залкан (1965) [7]. Животные со-
держались в стандартных условиях вивария и имели 
свободный доступ к пище и воде. Все манипуляции про-
водились согласно Хельсинкской конвенции по защите 
прав животных. Очаг сенсибилизации создавали на 
участке спины животных размером 3 × 3 см, с которого 
предварительно удаляли шерстный покров. На участок 
кожи наносили ДНХБ в дозе 0,1 мл 5 % спиртово-аце-
тонового раствора (2 : 1). Животным с АКД через сутки 
после второй аппликации аллергена наносили мазь гус-
того экстракта суммы флавоноидов. 

Material and methods. The authors developed and studied a new medical product – 
a dense extract of the sum of fl avonoids in the form of ointment obtained from Bídens tripartíta, 
which was used for treatment of contact allergic dermatitis, experimentally induced in guinea 
pigs by 2,4-dinitrohlorbenzol.

Results of research have shown that 5 % ointment a medical product on the basis of a dense 
extract of the sum of fl avonoids, visually operated on infl ammatory process of integuments 
of porpoises in comparison of 1 % and 3 % with ointments on the basis of a dense extract 
of the sum of fl avonoids, anthihistamine drug Psilo-Balsam® and glucocorticoid ointments 
Celestoderm B® century more effectively.

Conclusions. The studied 1, 3 and 5% ointments of dense extract of the sum of fl avonoids 
have a pronounced effect on experimental contact dermatitis in guinea pigs. The greatest 
therapeutic effect has a 5 % ointment of a dense extract of the sum of fl avonoids on a local 
basis for contact allergic dermatitis. At the same time the index of reducing the severity of skin 
manifestations (Ind) was the highest compared to other investigated groups – 37.9 %.
Keywords: 1, 3 and 5 % ointment of a dense extract of the sum of fl avonoids; experimental contact allergic dermatitis; 
2,4-dinitrohlorbenzol
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Данная модель соответствует аллергической реак-
ции, которая развивается по замедленному типу и, в от-
личие от других типов аллергических реакций, в ней не 
принимают участие антитела, которые при взаимодей-
ствии с антигеном приводят к высвобождению медиа-
торов воспаления (гистамин, лейкотриены, цитокины 
и др.). 

При АКД ткани повреждаются в результате инфиль-
трации Т-лимфоцитами и продуктами активированных 
макрофагов (гидролитические ферменты, провоспали-
тельные цитокины и пр.). ДНХБ – это сильный аллер-
ген, имеющий высокую проникающую способность 
при нанесении на кожу и провоцирующий у экспери-
ментальных животных развитие выраженной воспали-
тельной реакции аллергического характера, которая по 
клиническим признакам является аналогом аллергиче-
ского дерматита у человека. 

Для эксперимента использовали 36 морских свинок 
массой 300–400 г. Экспериментальных животных раз-
делили на 6 групп по 6 животных. Животным каждой 
группы наносили различные дозы мази: 1-я группа – 
интактный контроль; 2-я группа – 1 % мазь густого экс-
тракта суммы флавоноидов; 3-я группа – 3 % мазь гус-
того экстракта суммы флавоноидов; 4-я группа – 5 % 
мазь густого экстракта суммы флавоноидов; 5-я группа – 
Псило-Бальзам®; 6-я группа – мазь Целестодерм В®. 
За развитием дерматита наблюдали в динамике на 1, 
3, 5, 7, 9 и 11-е сутки эксперимента. Тяжесть воспа-
лительных проявлений кожи оценивали в баллах по 
И.В. Кутузову (1996): 0 баллов – отсутствие реакции; 
0,5 балла – проявление изолированных красных пя-
тен; 1 балл – диффузно-умеренная гиперемия; 2 балл – 
четкая гиперемия и отечность; 3 балла – резкое по-
краснение и значительный отек; 4 балла – образова-
ние геморрагических корок; 5 баллов – образование 
обширных язв.

Индекс уменьшения тяжести кожных проявле-
ний (Ind) рассчитывали по отношению к контрольной 
группе животных по формуле в процентах: 

Ind = 100 (Sk – So)/Sk,

где Sk – суммы баллов в контрольной группе; So – сумма 
баллов в опытной группе [3, 5].

Одновременно регистрировали кожную темпера-
туру морских свинок с аллергическим дерматитом 
с помощью электронного термометра и величину 
кожной складки с помощью микрометра. Животным 
с АКД через сутки после второй аппликации аллергена 
(на 3-и сутки эксперимента) наносили мазь 1 раз в сутки 
течение 11 сут.

Характер изменения кожных покровов оценивали на 
1, 3, 5, 7, 9 и 11-е сутки после последней аппликации 
аллергена. О тяжести развития АКД судили по общему 
состоянию и поведению животных. 

1. Тяжесть аллергического процесса (частота ре-
акции воспаления, ее титр и генерализация реакции 
воспаления у леченных животных в сравнении с соот-

ветствующими показателями у животных контрольной 
группы). 

2. Интенсивность воспалительной реакции (отек, ги-
перемия, инфильтрация кожи).

3. Оценка тяжести местных кожных проявлений: 
толщина кожной складки и температура.

Результаты и обсуждение
Проведенные исследования (см. табл.) показали об-

разование на 1-е сутки у животных контрольной группы 
изолированных красных пятен, а у некоторых – диф-
фузной умеренной гиперемии, оцениваемой в среднем 
в 0,6 ± 0,1 балла. К 3-м суткам эксперимента наблюдали 
резкое покраснение, значительный отек, образование 
геморрагической корки, которые оценивали в 4,6 ± 
0,2 балла. Состояние животных на 5-е сутки было почти 
таким же, как и на 3-и сутки, и оценивалось в 4,3 ± 
0,3 балла. Такое состояние держалось до 7, 10 и 13-х 
суток наблюдения и оценивалось соответственно в 4,4 ± 
0,4, 4 ± 0,4 и 4,0 ± 0,4 балла. Общая сумма баллов этой 
группы составила 21,9 (см. табл.). 

В 1-е сутки эксперимента у 2-й группы животных на 
кожных покровах наблюдали изолированные красные 
пятна и некоторую диффузную умеренную гиперемию, 
оцениваемую в 0,6 ± 0,1 балла. К 3-м суткам наблюда-
лись резкое покраснение и значительный отек, геморра-
гические корки и обширные язвы, оцениваемые в 4,2 ± 
0,3 балла. На 5-е сутки на кожных покровах животных 
появились резкое покраснение и значительный отек, ге-
моррагические корки и образование обширных язв, оце-
ниваемые в 4,6 ± 0,3 балла. К 7-м суткам эксперимента 
отек остался, покраснение уменьшилось, отпала гемор-
рагическая корка и началось восстановвление кожного 
покрова, которое оценивалось в 4,0 ± 0,2 балла. К 9-м сут-
кам наблюдения у животных уменьшились покраснение 
и отек по сравнению с группой контроля, показатели тя-
жести воспалительных проявлений оценивались в 2,9 ± 
0,2* балла (снижение по сравнению с показателями 
в контрольной группе было достоверным). На 11-е 
сутки эксперимента остались лишь изолированные 
красные пятна, диффузно-умеренная гиперемия и у не-
которых животных – четкая гиперемия и отечность. 
Оценка тяжести воспалительных проявлений составила 
1,9 ± 0,2* балла, общая сумма баллов составила 18,2 
и Ind – 16,9 %.

В 1-е сутки эксперимента в 3-й группе животных из-
мения кожных покровов были такими же, как и в пре-
дыдущих группах, и оценивались в 0,6 ± 0,1 балла. 
К 3-м суткам наблюдения возникали резкое покрасне-
ние, отек, геморрагические корки, у некоторых живот-
ных наблюдались обширные язвы. Степень тяжести 
кожных проявлений оценивалась в 4,6 ± 0,3 балла. 
На 5-е сутки эксперимента воспалительный процесс на-
чал уменьшаться, степень тяжести кожных проявлений 
составила 4,0 ± 0 балла. К 7-м суткам эксперимента про-
цесс воспаления продолжал достоверно уменьшаться 
по сравнению с контрольной группой, при этом степень 
тяжести кожных проявлений составила 3,2 ± 0,2* балла. 
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С этого дня эксперимента показатели продолжали до-
стоверно уменьшаться по сравнению с групой контроля 
соответственно (9-й день – 2,5 ± 0,1* балла, 11-день – 
1,5 ± 0,1* балла). Общая сумма баллов была равна 16,4, 
а Ind составил 25,1 %.

У животных 4-й группы в 1-е сутки эксперимента на 
кожных покровах наблюдались изолированные красные 
пятна и некоторая диффузная умеренная гиперемия, 
которая оценивалась в 0,6 ± 0,1 балла. К 3-м суткам 
эксперимента наблюдали отек, геморрагические корки 
и образование обширных язв, которые оценивали в 4,6 ± 
0,3 балла. К 5-м суткам исчезли геморрагические корки, 
остались только гиперемия, отек и резкое покраснение, 
они оценивались в 3,8 ± 0,1* балла. С этих суток показа-
тели достоверно уменьщались по сравнению с группой 
контроля. К 7-м суткам у 1 животного была отмечена 
умеренная гиперемия, а у 5 – четко выраженные гипере-
мия и отечность, которые оценивали в 2,8 ± 0,1* балла. 
К 9-м суткам у 1 животного не было кожной реакции, 
у 1 животного наблюдались изолированные красные 
пятна, а у 4 животных – умеренная гиперемия, оценива-
емые в среднем в 1,5 ± 0,2* балла. 

К 11-м суткам эксперимента у 4 животных не обна-
руживалось реакции кожных покровов, которые пол-
ностью восстановились, у 1 животного наблюдались 
изолированные красные пятна и у 1 – диффузная гипе-
ремия, степень тяжести кожных проявлений составила 
0,36 ± 0,2* балла. Общая сумма баллов была 13,6, а Ind 
составил 37,9 %.

В 5-й группе животных в 1-е сутки эксперимента на-
блюдались изолированные красные пятна и гиперемия, 
степень тяжести кожных проявлений составила 0,7 ± 
0,1 балла. На 3-и сутки развилась четкая гиперемия 
и отечность, резкое покраснение, отек, геморрагические 
корки и обширных язвы, оцениваемые в 4,8 ± 0,2 балла. 
К 5-м суткам наблюдения у всех животных отмечались 
отек, геморрагические корки и обширные язвы, оценка 
которых составила 5,0 ± 0 балла. К 7-м суткам начало 
уменьшаться воспаление кожных покровов, но наблю-
дались умеренная гиперемия, отек, геморрагические 
корки и маленькие язвы, степень тяжести кожных про-
явлений составила 4,4 ± 0,2 балла.

К 9-м суткам воспалительный процесс продолжал 
уменьшаться, но были выявлены резкая гиперемия, 
отек, геморрагические корки, степень тяжести кожных 
проявлений составила 3,2 ± 0,2* балла. С этих суток по-
казатели данной группы продолжали достоверно умень-
шаться по сравнению с группой контроля, степень тя-
жести кожных проявлений составила 2,5 ± 0,1* балла. 
К 11-м суткам наблюдения у 2 животных сохранялась 
диффузная гиперемия, у 2 – четкая гиперемия и отек, 
у 2 – резкое покраснение и значительный отек, показа-
тели степени тяжести кожных проявлений оценивали 
в 2,3 ± 0,2* балла. Общая сумма баллов составила 20,4, 
а Ind – 6,84 %. 

В кожных покровах в 6-й группе животных в 1-е сут-
ки наблюдения, как и в других групах животных, об-
наруживались изолированные красные пятна и гипере-
мия, степень тяжести кожных проявлений была оценена 
в 0,7 ± 0,1 балла. К 3-м суткам выявлялись четкая ги-
перемия и отечность, резкое покраснение, отек, ге-
моррагические корки и обширные язвы, оцениваемые 
в 4,7 ± 0,2 балла. К 5-м суткам эксперимента состояние 
было почти аналогичным наблюдаемому на 3-и сут-
ки, сумма балов составила 4,5 ± 0,2. К 7-м суткам вос-
паление начало уменьшаться, на кожных покровах со-
хранялись покраснение, отек, геморрагические корки, 
степень тяжести кожных проявлений составляла 
3,2 ± 0,2* балла. С этих суток в этой группе показатели 
были достоверно снижены по сравнению с группой 
контроля. На 9-е сутки наблюдались покраснение, отек 
продолжал уменьшаться, степень тяжести кожных про-
явлений была оценена в 2,4 ± 0,2* балла. На 11-е сутки 
у 1 животного не обнаружено реакции кожных покро-
вов, у 3 наблюдалась диффузная гиперемия, у 2 – четкая 
гиперемия и отечность, оцениваемые в 1,5 ± 0,3* балла. 
Общая сумма баллов составила 17,0, а Ind – 22,4%. 

Как показали результаты экспериментального иссле-
дования, на кожных покровах в 1-й группе (группа кон-
троля) в 1-е сутки наблюдались легкие симптомы АКД, 
к 3-м суткам развилось резкое повреждение кожных по-
кровов, а к 5-м суткам появилось небольшое улучшение, 
но это состояние сохранялось до конца эксперимента. 
В 1-е сутки во 2-й группе животных отмечены легкие 
симптомы АКД, а на 3-и и 5-е сутки эксперимента разви-

Изменение тяжести кожных процессов в баллах при лечени экспериментального кожного дерматита

Группа
(n = 6)

Тяжесть кожных процессов в баллах, сут исследования (M ± m) Сумма 
баллов

Ind, 
%1 3 5 7 9 11

1-я (контроль) 0,6 ± 0,1 4,6 ± 0,2 4,3 ± 0,3 4,4 ± 0,4 4 ± 0,4 4,0 ± 0,4 21,9
2-я – 1 % мазь суммы 
флавоноидов 0,6 ± 0,1 4,2 ± 0,3 4,6 ± 0,3 4,0 ± 0,2 2,9 ± 0,2* 1,9 ± 0,2* 18,2 16,9

3-я – 3 % мазь суммы 
флавоноидов 0,6 ± 0,1 4,6 ± 0,3 4,0 ± 0 3,2 ± 0,2* 2,5 ± 0,1* 1,5 ± 0,1*  16,4 25,1

4-я – 5 % мазь суммы 
флавоноидов 0,6 ± 0,1 4,6 ± 0,3 3,8 ± 0,1 2,8 ± 0,1* 1,5 ± 0,2* 0,36 ± 0,2* 13,6 37,9

5-я – Псило-Бальзам® 0,7 ± 0,1 4,8±0,2 5 ± 0 4,4 ± 0,2 3,2 ± 0,2* 2,3 ± 0,2* 20,4 6,84
6-я – мазь Целестодерм В® 0,7 ± 0,1 4,7±0,2 4,5 ± 0,2 3,2 ± 0,2* 2,4 ± 0,2* 1,5 ± 0,3* 17,0 22,4

Примечание. Здесь и по всему тексту: * – р ≤ 0,005 достоверно по сравнению с контрольной группой.
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Хатамов Х.М., Суяров А.А., Киреев В.В., Зиядуллаев Ш.Х., Мухторов Ш.М., Алимжанова Л.И.
Эффективность густого экстракта суммы флавоноидов в виде мази при лечении контактного аллергического дерматита в эксперименте

валось резкое повреждение кожных покровов, к 7-м сут-
кам наблюдалось небольшое улучшение, только с 9-х су-
ток показатели воспаления начали достоверно умень-
шаться по сравнению с контрольной группой, Ind был 
равен 16,9 %. В 1-е сутки в 3-й группе животных, как 
и в других экспериментальных группах, отмечались лег-
кие симптомы АКД, к 3-м суткам развивались резкие 
кожные проявления, к 5-м суткам симптомы повреждения 
уменьшались, а с 7-х суток показатели кожных проявле-
ний стали достоверно улучшаться по сравнению с груп-
пой контроля, Ind составил 25,1 %. В 4-й группе животных 
в 1-е сутки выявлены легкие симптомы АКД, с 3-х суток – 
резкое ухудшение кожных проявлений, а с 5-х суток они 
стали достоверно уменьшаться, Ind составил 37,9 %.

Выводы
Проведенные исследования густого экстракта суммы 

флавоноидов в виде мази на местной основе позволили 
сделать следующие выводы.

1. Изученные 1, 3 и 5 % мази густого экстракта 
суммы флавоноидов для наружного применения основе 
обладают выраженным действием на эксперименталь-
ный контактный дерматит у морских свинок.

2. Наибольшим терапевтическим эффектом обладает 
5 % мазь густого экстракта суммы флавоноидов для на-
ружного применения при аллергическом контактном 
дерматите. При этом индекс уменьшения тяжести кож-
ных проявлений (Ind) был наибольшим по сравнению 
с другими исследуемыми группами – 37,9 %.
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Особенности им мунопатогенеза интерстициального 
цистита/синдрома болезненного мочевого пузыря
Республиканский лечебно-диагностический центр Министерства здравоохранения Азербайджанской Респуб-
лики, AZ1122, г. Баку, Азербайджан 

Резюме 
Введение. Современные исследования подтверждают, что тучные клетки играют 

центральную роль в патогенезе и патофизиологии интерстициального цистита/синдрома 
болезненного мочевого пузыря (ИЦ/СБМП). Знания о патофизиологии ИЦ/СБМП необ-
ходимы, поскольку они могут помочь в диагностике этой патологии. 

Цель исследования – определение экспрессии цитокинов и содержания тучных кле-
ток в слизистой  мочевого пузыря, а также их взаимосвязи у пациентов с ИЦ/СБМП. 

Материал и методы. Обследованы 126 женщин с клинически диагностирован-
ным ИЦ/СБМП, средний возраст – 46,7 ± 14,0 года. Концентрацию интерлейкинов 
(ИЛ)-1β, ИЛ-6, ИЛ-8, фактора некроза опухоли α (ФНОα) в сыворотке крови опреде-
ляли методом иммуноферментного анализа (ИФА). Тучные клетки идентифицированы
в биоптатах слизистой мочевого пузыря, взятых в процессе цистоскопии, с помощью гисто-
логического анализа. Статистический анализ выполнен с использованием программы 
Statistica в Microsoft Excel release 6 (StatSoft, USA). Рассчитан коэффициент корреляции 
Пирсона. 

Результаты. В основной группе в 56,3 % случаев отмечалась умеренная боль, 
в 59,5 % случаев – мочеиспускание более 8 раз в сутки. Средний уровень провоспа-
лительных цитокинов ИЛ-1β, ИЛ-6, ИЛ-8 и ФНОα в сыворотке крови обследованных 
основной группы был выше, чем в группе сравнения на 63,34, 66,67, 68,83 и 70,16 % 
соответственно. Количество тучных клеток в среднем составило 82,27 ± 38,76. Наблю-
далась умеренная отрицательная корреляция содержания тучных клеток и уровня ФНОα 
(r = -0,418), значимой корреляции с уровнями ИЛ-6 и ИЛ-8 не выявлено.

Заключение. Идентификация цитокинов у пациентов с ИЦ/СБМП может быть ис-
пользована для улучшения диагностики и критерия исключения при этой патологии. 
Анализ сывороточных цитокинов и тучных клеток является удобным подходом к мони-
торингу активации воспалительных клеток в ткани мочевого пузыря.
Ключевые слова: интерстициальный цистит/синдром болезненного мочевого пузыря; цитокины; тучные 
клетки; биоптат; корреляция
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Abstract
Background. Current research data confi rm that mast cells play a central role in the patho-

genesis and pathophysiology of interstitial cystitis/bladder pain syndrome (IC/BPS). Know-
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Введение
Интерстициальный цистит/синдром болезненного 

мочевого пузыря (ИЦ/СБМП) является гетерогенным 
синдромом. Современные патофизиологические кон-
цепции сосредоточены на роли иммунной системы в его 
патогенезе. Свидетельством участия иммунной системы 
в ИЦ/СБМП является его высокая совместная встреча-
емость с известными аутоиммунными заболеваниями, 
измененными профилями цитокинов и инфильтра-
цией иммунных клеток у пациентов [1–4]. Аутоимму-
нитет может развиваться через различные механизмы, 
обычно связанные с продукцией аутоантител или через 
потерю толерантности, ведущую к развитию ауторе-
активных Т- и В-клеток [5]. Сообщается об обнаруже-
нии клеток адаптивной иммунной системы, состоящей 
в основном из В- и Т-лимфоцитов, в очагах поражения 
при ИЦ типа Ханнера [6]. Представлены данные об 
увеличении числа тучных клеток в подслизистом и 
детрузорном слоях стенки мочевого пузыря как при 
язвенных, так и при неязвенных ИЦ/СБМП. Тучные 
клетки могут быть активированы провоспалитель-
ными цитокинами, нейропептидами, бактериальными 
или вирусными патогенами и ацетилхолином [7]. При 
активации они могут продуцировать и высвобождать 
многочисленные провоспалительные медиаторы, вклю-

чая гистамин, фактор роста эндотелия сосудов, проте-
азы, интерлейкины (ИЛ)-6 и ИЛ-8 и простагландины 
[8, 9]. Эти данные свидетельствуют о том, что медиа-
торы воспаления, выделяемые тучными клетками, мо-
гут объяснять некоторые аспекты ИЦ/СБМП, вклю-
чая боль, протекающий уротелий и неоваскулярное 
кровоизлияние [10, 11].

В отношении роли цитокинов в развитии ИЦ/СБМП 
нет ясности из-за сложной природы передачи сигна-
лов цитокинами. Несколько цитокинов могут иметь 
перекрывающиеся функции и биологические эффекты, 
а один и тот же цитокин может вызывать множествен-
ные нисходящие ответы. Профили цитокинов у паци-
ентов с ИЦ/СБМП могут быть использованы для иден-
тификации типов клеток, участвующих в патогенезе 
заболевания [4, 7]. Исследования, изучающие экспрес-
сию цитокинов с использованием модели цистита, вы-
явили повышенные уровни ИЛ-1, ИЛ-4 и ИЛ-6 в моче 
и ткани мочевого пузыря [12].

Таким образом, современные данные клинических
и лабораторных исследований подтверждают, что туч-
ные клетки играют центральную роль в патогенезе 
и патофизиологии ИЦ/СБМП. В то же время не ис-
ключается, что тучные клетки могут играть гораздо 
большую роль в развитии ИЦ/СБМП, чем считалось 

ledge of the pathophysiology of IC/BPS is necessary because it can help in the diagnosis of 
this pathology. 

The aim of the study was to determine the expression of cytokines, mast cells quantity in 
the bladder mucosa and their relationship in patients with IC/BPS. 

Material and methods. A total of 126 women with clinically diagnosed IC/BPS were exa-
mined, mean age 46.7 ± 14.0 years. The concentration of interleukins (IL)-1β, IL-6, IL-8, tumor 
necrosis factor α (TNFα) in blood serum was determined by ELISA. Mast cells were identifi ed 
in biopsy specimens of the bladder mucosa taken during cystoscopy using histological analysis. 
Statistical analysis was performed using the Statistica program in Microsoft Excel release 6 
(StatSoft, USA). The Pearson correlation coeffi cient is calculated.

Result. In the main group, moderate pain was observed in 56.3 % of cases, and urination 
more than 8 times a day in 59.5 % of cases. The average level of pro-infl ammatory cytokines – 
IL-1β, IL-6, IL-8 and TNFα in the blood serum of the examined main group was higher than 
in the comparison group by 63.34, 66.67, 68.83 and 70.16 % respectively. The number of mast 
cells averaged 82.27 ± 38.76. Mast cells number correlated with IL-6 and IL-8 weak, with 
TNFα – a noticeable relationship (r = -0,418). There was a moderate negative correlation be-
tween the mast cells number and the level of TNFα (r = -0.418), no signifi cant correlation with 
the levels of IL-6 and IL-8 was found.

Conclusion. The identifi cation of cytokines in patients with IC/BPS can be used to improve 
the diagnosis and exclusion criteria for this pathology. Analysis of serum cytokines and mast 
cells is a convenient approach to monitoring the activation of infl ammatory cells in the tissue 
of the bladder.
Keywords: interstitial cystitis/bladder pain syndrome; cytokines; mast cells; biopsy; correlation
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Краткие сообщения 

ранее. Знания о патофизиологии ИЦ/СБМП необхо-
димы, поскольку они могут помочь в диагностике этой 
патологии. 

Цель исследования – определение экспрессии ци-
токинов и содержания тучных клеток в слизистой мо-
чевого пузыря, а также взаимосвязи этих показателей 
у пациентов с ИЦ/СБМП.

Материал и методы
Пациенты. Исследование проведено в Республи-

канском лечебно-диагностическом центре Министер-
ства здравоохранения Азербайджанской Республики 
в 2016–2018 гг. При исследовании авторы руководство-
вались принципами Хельсинкской декларации Всемир-
ной медицинской ассоциации «Рекомендации для вра-
чей, занимающихся биомедицинскими исследованиями 
с участием людей» [13]. У каждого пациента основной 
группы и группы сравнения получено информирован-
ное согласие. 

В исследовании приняли участие 126 женщин 
с клинически диагностированным ИЦ/СБМП. Диаг-
ноз ИЦ/СБМП поставлен с учетом критерия NIDDK 
(National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney 
Disease) [14]. Критериями включения в исследование 
были неязвенный тип ИЦ/СБМП, отсутствие сахарного 
диабета, артрита, системной красной волчанки. Крите-
риями исключения – наличие нейрогенного поражения, 
инфекции мочевыводящих путей. В группе сравнения 
обследованные не имели в анамнезе ИЦ/СБМП и бо-
лезни нижних мочевых путей.

Возраст пациентов варьировал в диапазоне от 22 
до 76 лет и составил в среднем 46,7 ± 14,0 года. При 
этом 52 (41,3 %) женщины были репродуктивного воз-
раста и 74 (58,7 %) женщины – в предменопаузальном 
и менопаузальном возрасте. Длительность заболевания 
в среднем составила 6,0 ± 2,8 года. 

Группу сравнения составили 20 женщин, возраст ко-
торых колебался в интервале 17–53 лет, средний возраст 
35,3 ± 9,7 года. 

Получение биоматериала, определение цито-
кинов и анализ тучных клеток. Концентрацию ИЛ-1β, 
ИЛ-6, ИЛ-8, фактора некроза опухоли α (ФНОα) в сы-
воротке крови определяли методом твердофазного им-
муноферментного анализа (ИФА) наборами реагентов 
фирмы «Вектор-Бест» (Новосибирск, Россия). Тучные 
клетки идентифицированы в биоптатах слизистой мо-
чевого пузыря, взятых в процессе цистоскопии. Цис-
тоскопия с биопсией мочевого пузыря выполнена эн-
доскопами фирмы Olympus (Япония) с оптикой 30 ° 
и 70 °. В качестве местной анестезии и для снижения рис-

ка инфекционно-воспалительных осложнений транс-
уретрально был введен гель, в состав которого входили 
лидокаин и хлоргексидин, внутримышечно с гемостати-
ческой целью введен раствор этамзилата натрия 250 мг. 
Биоптаты помещали в 10 % раствор буферизованного 
формалина, после заливки в парафин и получения пара-
финовых белков с помощью микротома готовили срезы 
толщиной 4 мкм. Для выявления тучных клеток об-
разцы окрашивали толуидиновым синим. Для просмо-
тра микропрепаратов использовали световой микроскоп 
Olympus Bx 50 и систему камер Olympus PM10SP. Каж-
дое поперечное сечение было разделено на 10 участков, 
в каждом из них оценивали содержание тучных клеток 
с помощью следующей шкалы: 0 – нет тучных клеток; 
1 – менее 20 тучных клеток; 2 – 20–45 тучных клеток; 
3 – более 45 тучных клеток. Баллы всех 10 срезов скла-
дывали, делили на 30 (максимально возможный балл) 
и умножали на 100. Тучные клетки подсчитывали при 
оптическом увеличении ×200 [15].

Статистическая обработка результатов выпол-
нена с использованием программного обеспечения 
Statistica в Microsoft Excel release 6 (StatSoft, США). 
Показатели были выражены в виде среднего значения 
(М) ± стандартное отклонение (SD), а также в виде чи-
сел и процентов. Рассчитан коэффициент корреляции 
Пирсона и уровень значимости. Статистические оценки 
считались значимыми при значении р < 0,05.

Результаты
У большинства женщин с ИЦ/СБМП основной 

группы отмечались умеренная боль (56,3 %) и моче-
испускание более 8 раз в сутки (59,5 %). Емкость мо-
чевого пузыря в среднем составила 276,0 ± 61,8 мл. 
У женщин с ИЦ/СБМП в 43,6 % случаев встречались 
диффузные подслизистые кровоизлияния. 

Показано статистически значимое повышение со-
держания цитокинов и тучных клеток в крови пациен-
тов с ИЦ/СБМП по отношению к соответствующим по-
казателям в группе сравнения (табл. 1).

Как следует из табл. 1, средний уровень провоспа-
лительных цитокинов – ИЛ-1β, ИЛ-6, ИЛ-8 и ФНОα 
в сыворотке крови обследованных основной группы 
был выше, чем в группе сравнения на 63,34, 66,67, 
68,83 и 70,16 % соответственно. Подсчет тучных клеток 
в образцах показал колебание количества этих клеток 
от 0 до 237, что в среднем составило 82,27 ± 38,76. 

Уровни ИЛ-1β, ИЛ-6 и ИЛ-8 в сыворотке крови об-
следованных пациентов с ИЦ/СБМП не коррелировали 
с содержанием тучных клеток в образцах биопсии. На-
блюдалась умеренная отрицательная корреляция уров-

Таблица 1. Уровень цитокинов в крови пациентов

Показатель, пг/мл Основная группа (n = 126) Группа сравнения (n = 20) p
ИЛ-1β 5,21 ± 1,28 (1,27–10,33) 1,91 ± 0,53 (1,04–3,78) < 0,01
ИЛ-6 3,03 ± 0,45 (0,28–5,80) 1,01 ± 0,29 (0,22–3,58) < 0,01
ИЛ-8 4,46 ± 0,80 (0,17–11,43) 1,39 ± 0,64 (0,12–4,0) < 0,01
ФНОα 3,72 ± 1,21 (0,73–14,10) 1,11 ± 0,33 (0,14–5,16) < 0,01
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ней ФНОα в сыворотке крови с содержанием тучных 
клетках в образцах биопсии обследованных пациентов 
(табл. 2, рисунок).

Обсуждение
Как уже отмечалось, этиология ИЦ/СБМП до конца 

не изучена, но в качестве потенциальной причины па-
тогенеза заболевания предполагается воспаление моче-
вого пузыря, связанное с продукцией воспалительных 
цитокинов [16, 17]. Мы исследовали содержание 4 ци-
токинов (ИЛ-1β, ИЛ-6, ИЛ-8 и ФНОα) в крови паци-
ентов с ИЦ/СБМП и выявили статистически значимое 
повышение уровней этих провоспалительных цитоки-
нов. Полученные данные сопоставимы с результатами 
A.T. Corcoran и соавт. [16]. Повышенные уровни ци-
токинов, в частности ИЛ-6, ИЛ-8 и ФНОα, у пациен-
тов с ИЦ/СБМП также отмечают и другие исследо-
ватели [18–21]. L.M. Lamale и соавт. [22] предложили 
использовать комбинацию метилгистамина и ИЛ-6 
в качестве чувствительного и специфического маркера 
для ИЦ/СБМП. Установлено, что повышение уровня 
этих медиаторов в крови или в биологических жидко-
стях является маркером воспалительного процесса. Со-
гласно нашим результатам, в крови пациентов с ИЦ/
СБМП наблюдались сравнительно высокие уровни 
ИЛ-8 и ФНОα. Нужно отметить, что ИЛ-8, который 
секретируется клетками мочевого пузыря и почек, 
играет важную роль в активации миграции нейтрофи-
лов при внедрении уропатогенов, а ФНОα представ-
ляет собой многофункциональный цитокин со мно-
жеством провоспалительных и иммунорегуляторных 
активностей.

Известно, что цитокины играют решающую роль 
в патогенезе ряда хронических воспалительных за-
болеваний, их общей функцией является активация 
воспалительной клеточной адгезии и инфильтрации 
лейкоцитов в очаги воспаления. Помимо этого, пред-
полагается, что ключевую роль в развитии воспаления 
и индукции боли при ИЦ/СБМП играют также туч-
ные клетки [16, 23–25]. Следует отметить, что туч-
ные клетки – это многофункциональные иммунные 
клетки, которые развиваются от предшественника 
в костном мозге, мигрируют в периваскулярные про-
странства ткани и приобретают различные характе-
ристики в результате условий микроокружения. Они 
встречаются в различном количестве практически 
во всех тканях, участвуют в первой линии защиты 
от бактериальных и вирусных антигенов, попадающих 
в организм, из-за их расположения в коже и в слизи-
стой оболочке [26]. 

Тучные клетки участвуют в целом ряде патофизи-
ологических процессов. Они продуцируют широкий 
спектр медиаторов воспаления и других физиологиче-
ски активных веществ. В частности, активированные 
тучные клетки могут продуцировать цитокины – ФНОα, 
ИЛ-1β, ИЛ-6 и др. [26]. Тучные клетки взаимодействуют 
со многими иммунными и неиммунными клетками, 
они участвуют в защитных реакциях, способны быстро 

реагировать на метаболические и иммунные изменения 
в их микроокружении.

В нескольких сообщениях указывалось, что в об-
разцах ткани мочевого пузыря пациентов с ИЦ/СБМП 
обнаружено увеличение количества инфильтрирован-
ных тучных клеток, причем они обнаруживаются как 
в эпителии, так и при промывании мочевого пузыря 
пациентов с ИЦ/СБМП, но не у здоровых индивиду-
умов [20, 27–29]. Эти данные позволяют предположить, 
что заболевание опосредовано иммунной системой 
и аномалии могут быть вызваны нарушением регуляции 
воспалительного ответа. При ИЦ/СБМП увеличивается 
число тучных клеток в мочевом пузыре, и они в основ-
ном активируются, поскольку частично или полностью 
дегранулированы. Таким образом, увеличение количе-
ства тучных клеток и их активация в слизистой обо-
лочке мочевого пузыря позволяет предположить, что 
тучные клетки являются одним из основных факторов, 
связанных с этиологией данного заболевания. 

Тучная клетка является иммунной клеткой, извест-
ной своими функциями в защитных реакциях. Их ин-
фильтрация в ткань мочевого пузыря при ИЦ/СБМП 
была тщательно изучена. Хотя многие исследователи 
отмечают увеличение плотности тучных клеток, тем 
не менее встречаются и противоположные сообщения. 
Так, Y. Akiyama и соавт. [30] при ИЦ/СБМП отмечают, 
что плотность тучных клеток существенно не разли-
чается между образцами ИЦ/СБМП и контрольными 
образцами без него с аналогичной степенью фонового 

Корреляционная связь между количеством тучных клеток 
в образцах биопсии и уровнем ФНОα в сыворотке крови паци-
ентов с ИЦ/СБМП

y = –0,0181x + 5,0943 

0

2

4

6

8

10

12

14

–50,00 0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00

Ф
Н

О
ɑ

Тучные клетки

Таблица 2. Коэффициент корреляции между количеством 
тучных клеток и уровнем цитокинов

Показатель Коэффициент 
корреляции (r)

Уровень 
значимости

ИЛ-1β 0 –
ИЛ-6 -0,024 0,1
ИЛ-8 -0,109 0,1
ФНО-α -0,418 0,02
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Краткие сообщения 

воспаления. Авторы считают, что количество тучных 
клеток не имеет значимости в дифференциальной диаг-
ностике ИЦ/СБМП.

Способность тучных клеток к продукции цитокинов 
позволяет рассматривать их не только как провоспали-
тельные эффекторные клетки, но и как регуляторные 
компоненты иммунной системы. Анализ корреляции ко-
личества тучных клеток с уровнем провоспалительных 
цитокинов в крови пациентов с ИЦ/СБМП не выявил 
сильных связей. В образцах биопсии слизистой моче-
вого пузыря обнаружена слабая корреляция количества 
тучных клеток с уровнем ИЛ-8 и умеренная отрица-
тельная корреляция – с уровнем ФНОα, что указывало 

на непропорциональную дегрануляцию тучных кле-
ток в ответ на повышенную концентрацию цитокинов 
в крови. Таким образом, полученные нами данные сви-
детельствуют об участии цитокинов и тучных клеток 
в патогенезе ИЦ/СБМП.

Заключение
Идентификация цитокинов у пациентов с ИЦ/СБМП 

может быть использована для улучшения диагностики 
и критерия исключения при этой патологии. Анализ 
уровня сывороточных цитокинов и количества тучных 
клеток является удобным подходом к мониторингу акти-
вации воспалительных клеток в ткани мочевого пузыря.
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доктор медицинских наук, профессор, заслуженный деятель науки Российской Федерации, 
замечательный Ученый и Учитель, 

человек с неукротимой жаждой познания нового, 
широким научным кругоз ором и неиссякаемой творческой активностью.
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